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Resumen           
El sistema renina-angiotensina (SRA) es importante en la regulación de la 
fisiología cardiovascular, controlando la presión arterial y la homeostasis salina 
e hídrica. Desregulación de este sistema conlleva a enfermedades severas como 
la diabetes, hipertensión, arritmias y falla cardíaca, entre otras. La importancia 
del SRA es evidenciada claramente en el amplio uso de drogas en la práctica 
clínica que actúan en este sistema. Diversos estudios proteómicos y genéticos 
han demostrado que el SRA consiste en 2 ejes diferentes. El clásico eje presor 
representado por la angiotensina (Ang) II, la enzima de conversión que es la que 
cataliza la generación de Ang II, y el receptor (R) AT1. Este eje es el responsable 
de los efectos vasoconstrictor, proliferativo, hipertensivo y fibrótico del SRA, cuya 
sobreactivación está asociada con el desarrollo de hipertensión y enfermedades 
cardiovasculares. El otro eje del SRA está representado por la Ang-(1-7), la 
enzima de conversión 2, que cataliza la generación de Ang-(1-7) a partir de Ang 
II, y el R Mas, a través del que actúa la Ang-(1-7). Este eje induce efectos 
vasoprotectores y antihipertensivos, regulando así el eje presor del SRA. Las 
acciones cardiovasculares inducidas por la Ang-(1-7) no sólo las ejerce 
balanceando los efectos de la Ang II, sino que también lo hace potenciando el 
efecto vasodilatador e hipotensor de la bradiquinia (BK). 
Tanto la Ang-(1-7) como la BK ejercen sus efectos a través de Rs  específicos, 
los R Mas, específicos para la Ang-(1-7), y los Rs B1 y B2, específicos para la BK, 
siendo los Rs B2 los involucrados en los efectos cardiovasculares de la BK. Estos 
receptores pertenecen a la familia de los receptores acoplados  a proteína G 
(RAPG). Se ha demostrado que los RAPG  existen como homo-oligómeros, además 
de interactuar con otros Rs y formar hetero-oligómeros, lo cual es crucial para 
su funcionamiento. La oligomerización de los RAPG regula las propiedades 
farmacológicas y de señalización de los RAPG así como también juega un rol 
importante en la regulación de la internalización y reciclado de los RAPG. 
Teniendo en cuenta que existen evidencias fisiológicas que demuestran una 
fuerte interacción entre la Ang-(1-7) y la BK, nuestro objetivo es investigar si los 
Rs que median sus efectos, los Rs Mas y B2, interaccionan formando un hetero-
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oligómero y las consecuencias funcionales de la formación de dicho hetero-
oligómero.  
Para evidenciar la formación del hetero-oligómero  R B2 - R Mas, empleamos 
la técnica de transferencia de energía de resonancia por fluorescencia (FRET) 
que consiste en la transferencia de energía de un fluoróforo excitado (donante) a 
un segundo fluoróforo (aceptor) en forma no radiativa, que sólo ocurre si los dos 
fluoróforos están muy próximos. Para visualizar entonces la formación del 
hetero-oligómero entre los Rs Mas y B2, uno de ellos es marcado con una proteína 
fluorescente que es el donante y el otro receptor es marcado con otro fluoróforo, 
y actúa como el aceptor. Al formarse el oligómero, y al excitar el donante, habrá 
transferencia de energía entre ambos fluoróforos. Esta transferencia de energía 
se da solo si las moléculas se encuentran a una distancia menor a 10 nm, 
distancia que pone en evidencia la interacción de las proteínas. 
Para ello obtuvimos las construcciones que codifican para el R B2 fusionado 
a la CFP por su extremo C-terminal (R B2-CFP) y para el R Mas fusionado a la 
YFP por su extremo C-terminal (R Mas-YFP). Las células HEK293T fueron co-
transfectadas con las construcciones que codifican para las quimeras R B2-CFP 
y R Mas-YFP y 48 h después se evaluó la interacción entre ambos receptores por 
la técnica de FRET. Nuestros resultados demuestran que el FRET fue positivo, 
lo cual demuestra que el hetero-oligómero R B2-R Mas es constitutivo. El 
agregado de los agonistas de cada R no modificó la señal de FRET. Por el 
contrario, los antagonistas indujeron una disminución en la señal de FRET, 
sugiriendo que el antagonista promueve la disociación del heterómero.  
Por microscopía confocal observamos que en células estimuladas con BK o 
Ang-(1-7) por 15 minutos, se produjo redistribución de la fluorescencia producto 
de las quimeras R B2-CFP y R Mas-YFP. Estas células presentaron FRET positivo. 
Esto sugiere que el ligando estimula la internalización del hetero-oligómero 
formado. Para corroborar estos resultados, las células co-transfectadas con las 
construcciones que codifican para las quimeras R B2-CFP y R Mas-YFP fueron 
estimuladas con BK o Ang-(1-7) durante 30 min. Luego se determinó la unión 
ligando-receptor como medida de la internalización de los receptores. La 
estimulación con BK indujo la internalización no solo del R B2 sino también del 
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R Mas. En concordancia, la estimulación con Ang-(1-7) indujo la internalización 
no solo del R Mas sino también del R B2. Estos resultados confirman así la 
formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas, que es internalizado como una 
unidad luego del estímulo con el agonista.  
Debido a que la interacción R B2 - R Mas puede conducir a cambios en la 
velocidad de secuestro del R desde la membrana plasmática después del 
estímulo con el agonista, evaluamos el porcentaje de Rs Mas internalizado 
después del tratamiento con Ang-(1-7) por ensayos de unión ligando-receptor. 
Las células co-transfectadas con las construcciones que codifican para el R B2 y 
el R Mas revelaron un secuestro más lento del R Mas comparado con las células 
transfectadas solo con el R Mas. La velocidad de internalización del R Mas fue 
significativamente menor por la coexpresión del R B2 (p<0.05) (t1/2 = 10.6+1.2 y 
16.9+0.8 min en células transfectadas con el R Mas y R B2 + R Mas, 
respectivamente. 
Para determinar si la interacción R B2-R Mas induce cambios en la 
farmacología del R, la afinidad del ligando por su R fue examinada. La afinidad 
de BK por su R B2 no fue modificada por la heteromerización R B2- R Mas. Por 
el contrario, la afinidad de la Ang-(1-7) por el R Mas aumentó 8 veces. Estos 
resultados demuestran que la heteromerización modifica las propiedades 
farmacológicas del R Mas pero no las del R B2. 
Luego evaluamos si la heteromerización R B2-R Mas alteraba la señalización 
acoplada a la activación de cada R. La activación de la proteín kinasa activada 
por mitógeno ERK1/2 y de Akt fueron examinadas en células transfectadas con 
ambos o cada uno de los Rs. La heteromerización indujo una mayor respuesta 
en la fosforilación de ERK1/2 después del estímulo con Ang-(1-7) y este efecto 
fue bloqueado por el antagonista del R B2. Respecto de la fosforilación de Akt, 
solo BK promovió la activación de Akt y este efecto solo fue detectado en las 
células que expresaron el heterómero R B2-R Mas pero no en las que expresaron 
el R B2 solo.  
Evaluamos luego si la heteromerización R B2- R Mas conduce a cambios en 
la respuesta biológica tal como la proliferación celular. La Ang-(1-7) y la BK 
ejercieron un efecto anti-proliferativo solo en células que expresaron el 
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heterómero R B2-R Mas pero no en aquellas que expresaron el R solo. 
Finalmente evaluamos la formación del hetero-oligómero R B2-R Mas en 
condiciones nativas. Demostramos la existencia de heteromerización entre los 
Rs B2 y Mas en lecho mesentérico de rata y en células glomerulares endoteliales 
humanas.   
Nuestros resultados proveen una explicación para la interacción entre la 
Ang-(1-7) y BK. La heteromerización R B2- R Mas aumenta la afinidad del R por 
el ligando e induce un secuestro más demorado del R de la membrana plasmática 
luego de ser estimulado por su ligando. Ello permitiría respuestas protectivas y 
anti-hipertensivas más prolongadas. La existencia de este heterómero ayudaría 
a entender los mecanismos implicados en la interacción de Ang-(1-7) y BK y al 
desarrollo de fármacos dirigidos a estos dos sistemas implicados en la regulación 
de la presión arterial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              INTRODUCCIÓN 
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Introducción          
Hipertensión Arterial 
  
La hipertensión arterial (HTA) es uno de los principales factores 
de riesgo de enfermedad cardiovascular y uno de los más 
importantes de desarrollo de enfermedad coronaria, insuficiencia 
cardíaca y renal, entre otras.  Su prevalencia se ha incrementado 
debido al aumento de la población, malos hábitos alimenticios 
(alimentos industriales con alto contenido de sal para su 
conservación), el uso excesivo de alcohol, el sedentarismo, el 
sobrepeso y el estrés. En el mundo las enfermedades 
cardiovasculares son responsables de unas 17 millones de muertes 
por año, casi un tercio del total.  
Las complicaciones de la hipertensión arterial provocan 
anualmente 9,4 millones de muertes, de las cuales el 45% ocurren 
por cardiopatías y el 51% por accidente cerebrovascular. Asimismo, 
la enfermedad ya afecta a mil millones de personas en el mundo 
(40% de los adultos mayores de 50 años son hipertensos) (Lawes y 
col., 2008; Consenso de Hipertensión Arterial, 2013). 
En la Argentina una de cada tres personas es hipertensa y el 
37% de la población lo desconoce, de acuerdo con el estudio 
RENATA (REgistro NAcional de hiperTensión arterial) realizado por 
la Sociedad Argentina de Cardiología (Marin y col., 2012). 
Se desconoce el mecanismo de la hipertensión arterial más 
frecuente, denominada "hipertensión esencial", "primaria" o 
"idiopática". En la hipertensión esencial no se conocen las causas 
específicas que la provocan, aunque se ha relacionado con una serie 
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de factores que suelen estar presentes en la mayoría de las personas 
que la sufren. Conviene separar aquellos relacionados con la 
herencia, el sexo, la edad y la raza y por tanto poco modificables, 
de aquellos otros que se podrían cambiar al modificar los hábitos, 
ambiente, y las costumbres de las personas, como la obesidad, la 
sensibilidad al sodio, el consumo excesivo de alcohol, el uso de 
anticonceptivos orales y un estilo de vida muy sedentario. 
Las guías de consenso de las sociedades europeas de HTA (ESH, 
sigla en inglés de European Society of Hypertension, guía ESH 2013) 
y de cardiología (ESC, sigla en inglés para European Society of 
Cardiology, guía ESC 2013) definen y clasifican las cifras de presión 
arterial (PA) para individuos mayores a 18 años como se muestra 
en la siguiente tabla: 
 
Tabla 1: Clasificación de los valores de presión arterial según las guías 
europeas de la ESH y ESC. Extraído de Guía de Práctica Clínica de la 
ESH/ESC 2013 para el manejo de la hipertensión arterial. 
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Farmacoterapéutica en la Hipertensión Arterial 
 
El arsenal terapéutico de los fármacos antihipertensivos es en la 
actualidad muy amplio y comprende diferentes grupos farmacológicos 
con diversos mecanismos de acción. Las seis familias de fármacos que la 
Organización Mundial de la Salud y la Sociedad Internacional de 
Hipertensión consideran como de primera línea son los diuréticos, 
bloqueantes beta-adrenérgicos, antagonistas del calcio, inhibidores de la 
enzima de conversión de la angiotensina (IECA), bloqueantes alfa-
adrenérgicos y antagonistas de los receptores (R) de la angiotensina (Ang) 
II. La utilización de las diversas familias de fármacos antihipertensivos 
propuesta por la Organización Mundial de la Salud y la Sociedad 
Internacional de Hipertensión se basa en varios parámetros, tales como 
el costo, presencia de enfermedades asociadas, efectividad, efectos 
secundarios, tolerancia o impacto sobre la calidad de vida. 
A continuaciòn se detallan algunas características de los 
antihipertensivos usados en la clínica: 
- Diuréticos 
Los diuréticos son fármacos utilizados desde hace muchos años en el 
tratamiento de la HTA y con los que se tiene la experiencia más 
prolongada. Tienen la ventaja de su fácil manejo y bajo costo aunque, 
debido a sus efectos secundarios, su prescripción se ha limitado y 
últimamente se han visto desplazados por otros grupos farmacológicos.  
Existen tres subgrupos diferentes de diuréticos: las tiazidas y 
derivados, los diuréticos del asa de Henle y los ahorradores de potasio.  
Las tiazidas actúan principalmente en la porción proximal del túbulo 
contorneado distal, inhibiendo el cotransporte Na+-Cl y aumentando la 
excreción urinaria de estos iones. Los diuréticos del asa de Henle ejercen 
su función en la zona medular de la rama ascendente del asa de Henle. 
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Su mecanismo de acción consiste en la inhibición del cotransporte Na+-
K+-Cl, con lo que se bloquea la reabsorción activa de sodio. Al igual que 
las tiazidas, estos fármacos producen una pérdida importante de potasio 
en la orina.  
Los ahorradores de potasio lo constituyen la espironolactona y la 
amilorida. Esta última sólo se utiliza en asociación con tiazidas para 
evitar la hipopotasemia. Por su parte, la espironolactona es un 
antagonista de los receptores de la aldosterona, por lo que inhibe la 
reabsorción de sodio en el túbulo distal. La espironolactona tiene, 
además, propiedades antifibróticas y antiproliferativas, derivadas del 
bloqueo de la acción de la aldosterona, especialmente cardíaco y 
vascular. 
 
- Bloqueantes beta-adrenérgicos 
El primer bloqueante beta-adrenèrgico utilizado como fármaco 
antihipertensivo fue el propranolol, desarrollándose posteriormente un 
gran número de derivados que difieren entre sí por sus propiedades 
farmacocinéticas y farmacodinámicas, tales como su cardioselectividad, 
actividad simpaticomimética intrínseca, entre otras. 
Los bloqueantes beta-adrenérgicos reducen la PA en pacientes 
hipertensos, aunque su mecanismo de acción no está claro. Se ha 
implicado la disminución del gasto cardíaco, la inhibición de la secreción 
de renina en el aparato yuxtaglomerular, efectos sobre el sistema 
nervioso central, un incremento de la sensibilidad de los barorreceptores, 
un aumento de la secreción de prostaglandinas y otros péptidos 
vasodilatadores, así como la disminución del calcio libre citosólico. 
 
- Bloqueantes alfa-adrenérgicos 
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El único bloqueante alfa-adrenérgico útil en el tratamiento de la HTA 
es actualmente la doxazosina, que actúa bloqueando específicamente los 
receptores alfa-adrenérgicos postsinápticos. Tiene la ventaja de producir 
un descenso del cLDL y los triglicéridos y un aumento del cHDL, así como 
de mejorar la resistencia a la insulina y la sintomatología debida a la 
hiperplasia benigna de próstata. La principal desventaja de la utilización 
de la doxazosina es la aparición del «síndrome de la primera dosis» 
consistente en un descenso brusco de la PA con hipotensión ortostática 
especialmente en ancianos. 
 
- Antagonistas del calcio 
Existen tres grupos principales de antagonistas del calcio: las 
fenilalquilaminas (verapamilo), las benzotiazepinas (diltiazem) y las 
dihidropiridinas (nifedipina). El mecanismo de acción de estos fármacos 
consiste en la inhibición de los canales del calcio dependientes del 
potencial de membrana y en el consecuente bloqueo de la entrada de 
calcio al interior de la célula. El descenso de la concentración de calcio 
libre citosólico en las células musculares lisas arteriolares condiciona la 
disminución del tono contráctil, de la resistencia vascular y de las cifras 
de presión arterial.  
 
- Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina  
La inhibición de la enzima convertidora de Ang (ECA) disminuye la 
formación de la Ang II a partir de la Ang I. Los IECA producen, asimismo, 
una disminución de la secreción de aldosterona inducida por la Ang II e 
impiden la degradación de bradikinina (BK), aumentando los valores de 
dicho péptido vasodilatador. 
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Los IECA son actualmente considerados fármacos de primer orden en 
el tratamiento de la HTA y han demostrado su capacidad de prevenir 
episodios cardiovasculares en pacientes hipertensos no complicados.  
 
- Antagonistas de los receptores de la angiotensina II (ARAII) 
Son fármacos antagonistas del R AT1 de la Ang II. Al primer 
antagonista del R AT1 descubierto, el losartán, le han seguido la aparición 
de otras moléculas como valsartán, irbesartán, candesartán y 
telmisartán. En pacientes con HTA, la administración de los ARA II 
desciende la PA a valores normales en aproximadamente la mitad de los 
pacientes hipertensos. Debido a la acción sinérgica, dicho efecto aumenta 
cuando se administra de forma simultánea un diurético. El inicio de 
acción es más gradual que el obtenido con los IECA, probablemente 
debido a la ausencia del efecto sobre la BK.  
Muchas veces  es  difícil alcanzar los objetivos de control tensional 
con una monoterapia antihipertensiva, y se requiere la combinación de 
dos o más fármacos. Además, los efectos secundarios se hacen sentir en 
cada una de las familias antihipertensivas que se disponen. 
Algunas de las posibles combinaciones de fármacos antihipertensivos 
son: 
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Figura 1: Posibles combinaciones de fármacos antihipertensivos según las 
guías europeas de la ESH y ESC. Extraído de Mancia y col., 2013. 
 
Por este motivo, es que aún se siguen buscando nuevos fármacos con 
nuevos blancos farmacológicos, entre los que se encuentran el sistema 
renina-angiotensina (SRA) y el sistema kalikreína-kinina (SKK). 
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El Sistema Renina-Angiotensina 
 
El SRA es un sistema proteolítico que juega un papel integral en la 
preservación de la estabilidad hemodinámica y en la regulación de la 
fisiología cardiovascular, controlando la PA y la homeostasis salina e 
hídrica. La  desregulación de este sistema conlleva a enfermedades 
severas como la hipertensión arterial, arritmias, infarto agudo de 
miocardio, falla cardíaca y el accidente cerebrovascular entre otras (De 
Mello y col., 2017; Mascolo y col., 2017).   
 Desde el descubrimiento inicial del SRA, hace alrededor de 120 años, 
nuevos componentes y mecanismos de este sistema han sido elucidados, 
modificando la visión convencional del SRA. De manera clásica, el SRA 
ha sido considerado como un sistema hormonal circulante que comienza 
con la liberación de renina a la circulación hecho que desencadena la 
producción sistémica de un péptido presor, la Ang II (Mascolo y col., 
2017). Las células yuxtaglomerulares del riñón constituyen un sitio 
fundamental de síntesis, depósito y liberación de renina. La renina se 
encuentra en gránulos citoplasmáticos en las células epiteliales de la 
pared de la arteriola aferente (arteriola pre-glomerular) (Kurtz, 2012). El 
triángulo delimitado por las arteriolas aferente y eferente (arteriola 
postglomerular) y la mácula densa constituye el llamado aparato 
yuxtaglomerular (Guyton y Hall, 2007). La mácula densa está formada 
por un grupo de células modificadas del túbulo distal del nefrón capaces 
de detectar cambios en la concentración de sodio que llega al túbulo. Las 
células yuxtaglomerulares sintetizan pre-prorenina, la cual es 
transportada al retículo endoplásmico, donde es clivada y convertida en 
prorenina. La prorenina es inactiva por la presencia de un prosegmento 
de 43 aminoácidos, localizado en el extremo N-terminal, que obstruye la 
hendidura donde se encuentra el sitio catalítico (Kurtz, 2012). Esta puede 
ser activada a renina de manera proteolítica, clivándose dicho 
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prosegmento, por la pro-proteína convertasa 1 o la catepsina B, o de 
manera no proteolítica, mediante cambios del pH o de la temperatura o 
por el R de renina-prorenina (R ProR) que induce un cambio 
conformacional en la prorenina exponiendo su sitio catalítico (Nguyen y 
col., 2006). La prorenina puede ser, sin embargo, liberada a la circulación 
como tal (Kurtz, 2012; Danser y Deinum, 2005). 
La liberación de renina es desencadenada por diferentes estímulos: la 
disminución del flujo sanguíneo en la arteriola aferente del glomérulo 
renal, censado por los barorreceptores, la disminución del sodio 
plasmático censada por la mácula densa, la estimulación simpática de 
Rs β1-adrenérgicos localizados en las células yuxtaglomerulares, y 
factores locales como catecolaminas, prostaciclina y la prostaglandina E 
(Kurtz, 2012). Existen también factores humorales que, como 
consecuencia de un aumento en el calcio intracelular, inhiben la 
liberación de renina, como la Ang II y la endotelina (Ortiz-Capisano y col. 
2007; Kurtz, 2012). 
Con la liberación de renina a la circulación se activa una cascada 
enzimática que lleva a la producción de la Ang II (figura 2) (Mascolo y col. 
2017). El hepatocito sintetiza y libera a la circulación angiotensinógeno, 
una α2-globulina de 452 aminoácidos, que contiene en su extremo N-
terminal el decapéptido Ang I el cual es liberado por la interacción del 
angiotensinógeno con la renina circulante (Carrell y Read, 2017). El paso 
siguiente involucra la acción de la ECA, ubicada en la membrana de las 
células endoteliales desde donde degrada, particularmente a nivel 
pulmonar, la Ang I obteniéndose el octapéptido Ang II (figura 3) (Barrett 
y col. 2012; Clarke y Turner, 2012). Sin embargo, la ECA no es específica 
para la Ang I, ya que cataliza la degradaciòn de una variedad de otros 
polipéptidos, incluyendo la BK, encefalinas y sustancia P. 
La Ang II es el componente bioactivo principal del SRA. Este péptido, 
a través de la estimulación del R AT1, produce vasoconstricción, aumento 
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de la retención de sodio y agua, debido a una acción directa a nivel renal 
y de manera indirecta a través de la inducción de la síntesis de 
aldosterona por la glándula suprarrenal y la liberación de hormona 
antidiurética por la neurohipófisis, aumento en la fuerza de contracción 
cardíaca y estimulación del sistema nervioso simpático, entre otros 
(Bernardi y col., 2016). En conjunto, estos efectos (esquematizados en la 
figura 2), llevan a un aumento en la PA. De esta manera, el SRA 
constituye un mecanismo hormonal para la regulación de la presión 
arterial y la conservación de la volemia.  
 
Figura 2: Visión clásica del sistema renina-angiotensina y sus 
principales efectos. Extraído de Bernardi y col., 2016. 
 15 
 
 
Sin embargo, la elevación de los niveles de Ang II por períodos 
prolongados produce efectos deletéreos sobre distintos órganos (Bernardi 
y col., 2016). En la vasculatura la Ang II induce hiperplasia del músculo 
liso, aumento en los componentes de la matriz extracelular y mayor 
respuesta contráctil a agentes vasoconstrictores, mientras que a nivel 
cardíaco induce hipertrofia del miocardio que puede llevar a la 
insuficiencia cardíaca (Touyz y Schiffrin, 2000; Unger y Li, 2004). A nivel 
renal, los niveles aumentados de la Ang II inducen un aumento en la 
reabsorción tubular de sodio y agua y tienen efectos profibróticos 
(Rupérez y col. 2003; Li y Zhuo, 2016) mientras que a nivel central la Ang 
II está vinculada con una hiperactivación del sistema nervioso simpático 
(Dupont y Brouwers, 2010). De esta manera, el bloqueo del SRA con 
IECAs o ARAII, el R AT1, se convirtió en la principal herramienta 
terapéutica para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, 
disminuyendo la mortalidad y mejorando la calidad de vida de pacientes 
con HTA, enfermedad renal crónica, enfermedad coronaria y falla 
cardíaca (Romero y col., 2015). 
Los R AT1 pertenecen a la familia de los receptores acoplados a 
proteìna G (RAPG) (Mehta y Griendling, 2007). La unión de la Ang II a los 
R AT1 activa diversas vías de señalización tales como la fosfolipasa C 
(PLC), con el consecuente aumento de inositol trifosfato y diacilglicerol, 
aumentando finalmente la concentración de calcio intracelular y 
activando la proteína kinasa C; la fosfolipasa A2 (PLA2), estimulando así 
la producción de prostaglandinas y eicosanoides; y el sistema de tirosinas 
quinasas entre otros, que activa la vía de la la kinasa activada por señales 
extracelulares 1/2 (ERK1/2), miembro de la familia de las proteín kinasa 
activada por mitógeno (MAPK) (Mehta y Griendling, 2007).  
La Ang II puede también unirse al R AT2, mediando efectos contrarios 
a los descriptos por activación del R AT1, es decir, induciendo 
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vasodilatación, diuresis y natriuresis (Padia, 2013; Matavelli y Siragy, 
2015). El R AT2 tiene una estructura similar al RAT1 y también pertenece 
a la familia de los RAPGs, aunque, paradójicamente, su señalización 
mediante unión a la proteína G es hoy tema de debate (Tate, 2017). Los 
niveles proteicos del R AT2 son bajos en los tejidos adultos siendo la 
mayor parte de los efectos inducidos por la Ang II mediados por la 
activación de los R AT1 (figura 3) (Horiuchi y col., 1999; Matavelli y Siragy, 
2015). Sin embargo, el contenido proteico del R AT2 se incrementa en 
condiciones patológicas como, por ejemplo, en la HTA, la aterosclerosis o 
el infarto de miocardio (Mehta y Griendling, 2007). Cuando la Ang II se 
une al R AT2 induce vasodilatación y natriuresis por un mecanismo que 
involucra la síntesis de BK, óxido nítrico (NO) y nucléotido guanidina 
monofosfato cíclico (Carey, 2017; Matavelli y Siragy, 2015). Se ha 
demostrado que el R AT2 antagoniza el efecto presor inducido por la 
activación del R AT1 mediante la formación de un heterodímero R AT1-R 
AT2 (Abdalla y col., 2001). Sin embargo, debido a la distribución y 
cantidad de los Rs, afinidad por su ligando, y potencia de señalización, 
los efectos predominantes de la Ang II son los ejercidos por la activación 
de los R AT1 (Carey, 2017; Matavelli y Siragy, 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Sistema renina-angiotensina clásico. ECA: enzima de conversión 
de angiotensina; Ang: angiotensina; R AT1: receptor de angiotensina tipo 1; R 
AT2 receptor de angiotensina tipo 2.
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Nuevos aspectos del SRA 
 
El SRA clásico, como se detalló en la sección anterior, es descripto 
como un sistema hormonal en el que diferentes órganos participan en la 
generación de la Ang II, un péptido presor circulante que actúa sobre 
diferentes tejidos, conformado un eje vertical de enzimas, que actúan 
secuencialmente (ilustrado en la figura 3). Sin embargo, desde el 
descubrimiento inicial del SRA, hace alrededor de 120 años, nuevos 
componentes y mecanismos de este sistema han sido elucidados, 
modificando la visión convencional del SRA.  
El SRA no solo está conformado por la Ang II, como único componente 
bioactivo, sino que incluye otras Angs bioactivas, con efectos similares, 
diferentes u opuestos a los descriptos para la Ang II (Gironacci y col., 
2014; Hrenak y col., 2016; Mascolo y col., 2017, Santos y col., 2018).  
La Ang III, formada a partir de la Ang II por la acción de la 
aminopeptidasa A, es un péptido biológicamente activo con acciones 
similares a las de la Ang II (figura 4) (Karamyan y Speth, 2007). A nivel 
central, la Ang III actúa como un agente presor tan potente como la Ang 
II y este efecto lo ejerce por estimulación de los R AT1, mientras que a 
nivel periférico induce natriuresis y diuresis por activación de los R AT2. 
La Ang III también estimula la producción de aldosterona y la generación 
de mediadores pro-inflamatorios y la deposición de proteínas de la matriz 
extracelular (Padia y col. 2008; Huber y col., 2017; Li y col., 2017).  
La Ang IV se genera a partir de la Ang III por la actividad catalítica de 
la aminopeptidasa N, y directamente de la Ang II por la actividad de la 
aminopeptidasa D. La Ang IV aumenta el flujo sanguíneo renal, induce 
vasodilatación y mejora la función cardíaca (Yang y col., 2010; Mascolo y 
col., 2017). Además, la Ang IV ejerce efectos a nivel central tales como la 
capacidad de mejorar el aprendizaje y la memoria y proteger contra una 
isquemia cerebral, así como también acciones anticonvulsivantes y 
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antiepileptogénicas (Gironacci y col., 2018). Las acciones de la Ang IV 
están mediadas a través de la estimulación del R AT4, identificado como 
la aminopeptidasa de membrana regulada por insulina o IRAP (IRAP, 
sigla en inglés para insulin regulated aminopeptidase) (Lew y col., 2003). 
IRAP puede actuar como un R típico que transduce la información a 
través de la membrana celular (Mascolo y col., 2017). Sin embargo, 
también se ha descripto que la Ang IV media sus efectos centrales 
mediante la inhibición de IRAP, aumentando la vida media de la hormona 
antidiurética, la oxitocina, la somatostatina y la colecistoquinina, todos 
sustratos de IRAP, que mejoran parámetros asociados con la cognición 
(Mascolo y col. 2017). 
En 2006, Nagata y col. proporcionaron evidencias de la existencia de 
un nuevo péptido de 12 aminoácidos, derivado del angiotensinógeno, en 
el plasma, corazón, riñón y otros tejidos de rata Sprague Dawley: la Ang-
(1-12). La presencia de la Ang-(1-12) fue posteriormente reportada en el 
corazón y el riñón de ratas normotensas Wistar-Kyoto (WKY) y ratas 
espontáneamente hipertensas (SHR) (Ahmad y col., 2011; Westwood y 
Chappell, 2012). La administración periférica (Nagata y col., 2006) o 
central (Arnold y col., 2010) de la Ang-(1-12) en la rata induce un 
aumento en la presión arterial y dicha respuesta presora es bloqueada 
por la administración de IECAs o de antagonistas del R AT1. La Ang-(1-
12) constituye un precursor endógeno de Angs a partir de un clivaje 
independiente de renina, funcionando como un camino alternativo al 
clásico, a partir del clivaje del angiotensinógeno por la renina, para la 
obtención de Ang I (Cummins, 2009; Westwood y Chappell, 2012) (figura 
4). A nivel sistémico, la ECA convierte la Ang-(1-12) en la Ang I y 
posteriormente en la Ang II. En la corteza renal, la prolil-endopeptidasa 
neutra o neprelisina (NEP, sigla en inglés para neutral propil 
endopeptidase o neprylisin) renal convierte la Ang-(1-12) al heptapéptido 
Ang-(1-7) de manera directa o con formación previa de la Ang I (figura 4) 
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(Westwood y Chappell, 2012). En la circulación, la síntesis de la Ang I 
dependiente de la renina está favorecida por sobre la síntesis de la Ang I 
a partir de la Ang-(1-12) (Westwood y Chappell, 2012). Sin embargo, esto 
puede invertirse a nivel tisular dependiendo de la expresión local de las 
correspondientes proteasas.  
En 2007, Jankowski y col. identificaron en el plasma humano un 
octapéptido vasoconstrictor derivado de la Ang II y al que llamaron Ang 
A. La A representa alanina, ya que la secuencia de aminoácidos de la Ang 
A difiere de la Ang II sólo en el primer aminoácido: alanina en lugar de 
aspártico (Jankowski y col., 2007). La Ang A puede unirse a los Rs AT1 y 
AT2, al igual que la Ang II, y media efectos vasoconstrictores e 
hipertensivos, aunque es menos potente que la Ang II (Hrenak y col., 
2016).  
Una enzima homóloga a la ECA, la ECA2, fue descripta en el año 2000 
por Tipnis y col.. La ECA2 es una proteína integral de membrana que 
tiene su sitio catalítico, al igual que la ECA, expuesto a los péptidos 
circulantes (Clarke y Turner, 2012). Se trata de una carboxipeptidasa que 
cliva a la Ang II generando el péptido bioactivo Ang-(1-7). La Ang-(1-7) es 
un heptapéptido que carece de un residuo de fenilalanina en la posición 
8 de la secuencia aminoacídica de la Ang-(1-8), mejor conocida como la 
Ang II. La ECA2 actúa también sobre la Ang I, aunque con una eficiencia 
enzimática 400 veces menor (Vickers y col., 2002), generando la Ang-(1-
9) la cual puede ser clivada al heptapéptido Ang-(1-7) por la ECA o por la 
NEP (Karamyan y Speth, 2007). Es decir, la Ang-(1-7) no solo se genera 
por la degradación de la Ang II, sino también directamente a partir de la 
Ang I (figura 4).  La NEP es una metaloproteasa zinc dependiente, ubicada 
en la membrana plasmática, que se distribuye de manera ubicua en 
diferentes tejidos (von Lueder y col., 2014). La Ang-(1-7) puede, a su vez, 
ser generada por un mecanismo independiente de la ECA y de la ECA2 a 
partir de la Ang I, mediante la acción de otras enzimas como la NEP, la 
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TOP y la prolilendopeptidasa (PEP) (figura 4). Tanto la Ang-(1-7) como la 
Ang II pueden, a su vez, ser generadas a partir del angiotensinógeno 
mediante una vía independiente de renina, a partir de la Ang-(1-12) 
(Karamyan y Speth, 2007) (figura 4). La Ang-(1-7) es degradada por la 
ECA al fragmento inactivo Ang-(1-5) (Ferrario y Chappell, 2004) y por 
otras peptidasas a la Ang-(3-7) (Karamyan y Speth, 2007; Ferrario, 2006).  
La Ang(1-7) se une a su R específico, el R Mas, un R de la familia de 
los RAPGs (Santos y col., 2003). La unión de la Ang-(1-7) al R Mas media 
efectos opuestos a los descriptos para la Ang II cuando activa al R AT1, 
tales como efectos vasodilatadores, anti-inflamatorios, anti-proliferativos, 
anti-trombóticos, hipotensores, cardio, cerebro y renoprotectores 
(Nguyen Dinh Cat y Touyz, 2011; Gironacci y col., 2014; Santos y col., 
2018; Arroja y col., 2016;  Mascolo y col., 2017). 
Otro péptido del SRA que cabe mencionar es la Ang-(1-9), un péptido 
de 9 aminoácidos sintetizado a partir de la Ang I por acción de la ECA2. 
Este péptido puede, a su vez, ser convertido a la Ang(1-7) por la ECA y 
otras endopeptidasas (figura 4) (Donoghue y col., 2000; Ocaranza y col., 
2014; Simões y col., 2016). La Ang-(1-9) media a través del R AT2 efectos 
anti-proliferativos (Flores-Muñoz y col., 2011; Ocaranza y col., 2014). Sin 
embargo, la Ang-(1-9) se une con una afinidad moderada al R AT2, siendo 
la afinidad de este R por la Ang-(1-9) alrededor de 100 veces menor que 
por la Ang II (Flores-Muñoz y col., 2011; Simões y col., 2016). La Ang-(1-
9) ejerce efectos protectores contra la remodelación cardíaca inducida por 
la Ang II, la noradrenalina, la HTA y la hiperglucemia, ya sea 
indirectamente por ser biotransformado a la Ang-(1-7), o directamente a 
través de la activación del R AT2 (Kittana, 2018).   
En 2013 Lautner y col. descubrieron y caracterizaron otros dos 
nuevos miembros del SRA, el péptido alamandina y su R, el R MrgD (R 
MrgD, sigla en inglés de Mas related G protein coupled receptor) (Lautner 
y col., 2013; Qaradakhi y col., 2016). La alamandina es un heptapéptido 
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que puede ser originado por dos vías: a partir de la Ang-(1-7), mediante 
una descarboxilación en el residuo aspártico del N-terminal, 
obteniéndose alanina en lugar de aspártico o a partir de la Ang A por 
medio de la ECA2 (figura 4) (Hrenak y col., 2016). Esta última vía se 
propone como la principal ruta metabólica para generar alamandina. La 
alamandina se une a los R MrgD y produce efectos similares a los 
ejercidos por la Ang-(1-7) (Lautner y col., 2013). La Ang A y la Ang II se 
sitúan en un "cruce" del sistema, ya que pueden provocar directamente 
acciones vasoconstrictoras y proliferativas o desencadenar, 
indirectamente, efectos opuestos después de ser posteriormente 
metabolizados a la alamandina o a la Ang(1-7), respectivamente (figura 
4). La identificación del eje alamandina/R MrgD junto con el eje Ang-(1-
7)/R Mas constituyen los pasos más recientes en la comprensión de la 
complejidad del SRA. 
Si bien el SRA constituye hoy día un sistema complejo interconectado, 
la visión actual representa al SRA formado por dos ejes: un eje presor y 
un eje depresor (Arroja y col., 2016; Santos y col., 2018). El eje formado 
por la Ang II, la ECA y el R AT1 constituye el eje presor del SRA, y su 
sobreactivación es responsable de los efectos vasoconstrictores, 
proliferativos, hipertensivos y fibróticos del SRA asociados con el 
desarrollo de HTA y enfermedades cardiovasculares (Iwai y Horiuchi, 
2009). El otro eje es el representado por la Ang-(1-7), la ECA2 y el R Mas. 
Este eje induce efectos vasodilatadores, cardioprotectores, 
renoprotectores y antihipertensivos, regulando y contrabalanceando así 
el eje presor del SRA (Mascolo y col., 2017; Santos y col., 2018).  
Actualmente este sistema hormonal contiene blancos terapéuticos 
para el tratamiento de la hipertensión arterial:  
- Inhibidores de la ECA: de esta manera se inhibe la generación de la 
Ang II, el agente presor por excelencia de este sistema. En estas 
condiciones la Ang I no se metaboliza a la Ang II; en cambio es 
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metabolizada preferentemente a la Ang-(1-7). De hecho, diversos 
estudios realizados en animales y pacientes hipertensos tratados 
con un inhibidor de la ECA muestran un aumento en los niveles 
urinarios y plasmáticos de la Ang-(1-7) (Park, 2017). 
- Antagonistas del R de Ang II: así se bloquea el receptor a través del 
cual la Ang II ejerce sus efectos presores y tróficos. En estas 
condiciones, la Ang II estimula los R AT2, los cuales ejercen efectos 
cardiovasculares protectores y opuestos a los R AT1,  pero también 
es metabolizada a la Ang-(1-7) por la actividad de la ECA 2 (Park, 
2017). 
 
 
Los actuales ejes de investigación sobre este sistema se basan en 
seguir comprendiendo la dinámica del sistema, para desarrollar nuevos 
fármacos que actúen en nuevos blancos que contiene el sistema (como 
inhibidores de la renina, agonistas del R Mas, análogos de la Ang-(1-7) 
con mayor vida media y de biodisponibilidad oral, o activadores de la ECA 
2), y además, seguir generando nuevos fármacos que actúen sobre los 
blancos terapéuticos conocidos, pero con una respuesta terapéutica más 
eficiente y segura. 
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Figura 4: Sistema renina-angiotensina actual. ECA: enzima convertidora 
de angiotensina; AT1R: receptor de angiotensina tipo 1; AT2R: receptor de 
angiotensina tipo 2; AT4R: receptor de angiotensina tipo 4; MrgDR: siglas 
en inglés de Mas related G protein receptor type D; MasR: receptor Mas. 
Extraído y modificado de Gironacci y col., 2014. 
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Angiotensina-(1-7) 
 
La Ang-(1-7) es un contrarregulador endógeno de la Ang II porque 
produce vasodilatación, natriuresis y diuresis, cardioprotección, 
cerebroprotección, inhibe la angiogénesis y el crecimiento celular, entre 
otros, oponiéndose así a los efectos presores, proliferativos, profibróticos 
y protrombóticos mediadas por la Ang II (Santos y col., 2018; Holappa y 
col., 2017). 
 
Breve cronología histórica de la (Ang-1-7) 
    • En 1988 Santos y col. demuestran la existencia de la Ang-(1-7). Este 
péptido se forma a partir de la Ang II, pero por una vía independiente de 
la ECA (Santos y col., 1988). 
• En 1988 se demuestran los primeros efectos biológicos ex-vivo para 
la Ang-(1-7)  (Schiavone y col., 1988). 
• En 1989 se demuestran los primeros efectos biológicos in vivo para 
la Ang-(1-7)  (Campagnole-Santos y col.,  1989). 
• En 1989 se identifica la inmunoreactividad de la Ang-(1-7) en el 
cerebro  (Block y col., 1989). 
• En 1989 se identifica la presencia biológica de Ang-(1-7) en cerebro 
de ratas y plasma (Chappell y col., 1989). 
• En 1994 se desarrolla el primer antagonista de la Ang-(1-7) (Santos 
y col., 1994; Ambühl y col., 1994). 
• En el 2000 se identifica la ECA 2, una enzima que cataliza la 
generación de la Ang-(1-7) a partir de la Ang II  (Tipnis y col., 2000; 
Donoghue y col., 2000). 
• En el 2002 se desarrolla AVE0991, el primer análogo sintético con 
efecto simil Ang-(1-7) (Wiemer y col., 2002). 
• En el 2003 se identifica al receptor endógeno de la Ang-(1-7), el R 
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Mas (Santos y col., 2003). 
 
- La angiotensina-(1-7) como cardioprotectora 
En el año 1997, Neves y col. informaron que la Ang-(1-7) prolonga la 
duración de la taquicardia y fibrilación ventricular (Neves y col., 1997). 
Sin embargo, estos hallazgos fueron más tarde desestimados por otros 
reportes que demostraron que la Ang-(1-7) es cardioprotectora. La Ang-
(1-7) no solo protege disminuyendo la lesión cardíaca producida por 
isquemia/reperfusión, sino también disminuye las arritmias 
ventriculares asociadas (Ferreira y col., 2001 y 2002). Ferreira y col. 
(2000 y 2002) demostraron que la Ang-(1-7) mejora significativamente las 
funciones del miocardio después de una lesión post isquemia a través de 
una vía dependiente de un receptor desconocido en ese momento y que 
implica la secreción de prostaglandinas y BK (Campbell y col., 1994). 
Otros estudios demostraron que la Ang-(1-7) induce la secreción del 
péptido natriurético atrial, lo que contribuiría a la prevención de la 
remodelación eléctrica aguda que produce la Ang-(1-7) en caninos con 
taquicardia auricular aguda y crónica (Ferreira y col., 2000 y 2002). La 
administración de la Ang-(1-7) a perros con taquicardia auricular previno 
la fibrosis auricular y la fibrilación auricular (Ferreira y col.,  2000, 2001). 
La Ang-(1-7) también exhibe efectos antifibróticos y anti-hipertróficos 
en los fibroblastos cardíacos, antagonizando así el aumento en la síntesis 
de colágeno inducida por la Ang II (Iwata y col., 2005; Santos y col., 2018). 
En consistencia con estos hallazgos, Grobe y col. (2007) informaron que 
la co-infusión de la Ang-(1-7) junto con la Ang II en ratas Sprague-Dawley 
disminuye significativamente la fibrosis intersticial y la hipertrofia de los 
miocitos inducida por la Ang II. In vitro, el tratamiento con la Ang-(1-7) 
antagoniza los efectos estimulantes de la Ang II en la proliferación de 
fibroblastos cardíacos y la deposición del colágeno (Santos y col., 2018). 
Recientemente se ha demostrado que la Ang-(1-7) bloquea el estrés 
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oxidativo inducido por la Ang II, y de esta manera inhibe la autofagia de 
los cardiomiocitos y la remodelación cardíaca asociada (Santos y col., 
2018). 
Estos resultados demuestran en su conjunto que, en oposición a los 
efectos descriptos para la Ang II, la Ang-(1-7) actúa como 
cardioprotectora. De hecho, el tratamiento oral con una formulación de 
Ang-(1-7) mejoró diversos parámetros de la función cardíaca y disminuyó 
el área de lesión después de un infarto de miocardio en ratas Wistar 
(Marques y col., 2011). 
 
- La angiotensina-(1-7) como vasoprotectora  
En el endotelio, la Ang-(1-7) estimula la liberación de NO y  
prostaglandinas vasodilatadora lo que produce vasodilatación (Ferreira y 
col., 2005). La contribución de cada uno de estas sustancias 
vasodilatadoras depende de la especie y del lecho vascular analizado 
(Ferreira y col., 2005).   
Asimismo, la Ang-(1-7) potencia el efecto vasodilatador de la BK, 
estimulando la síntesis y potenciando los efectos de la misma (Li y col., 
1997). Uno de los posibles mecanismos que explicaría dicho efecto 
potenciador de la Ang-(1-7) es a través de la inhibición de la ECA. Se ha 
demostrado que la Ang-(1-7) se une al extremo C-terminal de la enzima, 
provocando una disminución de su actividad, con la consecuente menor 
degradación de la BK, ya que la ECA es la enzima que cataliza la 
degradación de la misma (Li y col., 1997; Tom y col., 2001). 
Además de su bien conocido efecto vasodilatador, la Ang-(1-7) induce 
acciones antiproliferativas y antitrombóticas a nivel vascular (Santos y 
col., 2018). La administración oral de una formulación basada en la 
inclusión de Ang-(1-7) en ciclodextrina presentó un efecto antitrombótico 
asociado con un aumento en la concentración plasmática de Ang-(1-7) 
(Fraga-Silva y col., 2011). A nivel de las células del músculo liso vascular, 
 28 
 
la Ang-(1-7) produce efectos antiproliferativos, disminuye la activación de 
la vía de ERK1/2 a través de la liberación de prostaciclinas, reduce el 
espesor de la neoíntima y retarda la transición osteogénica (Santos y col., 
2018). 
En las células endoteliales humanas, la Ang-(1-7) balancea la 
señalización de la Ang II, disminuyendo la fosforilación de ERK1/2 y la 
activación de la NAD(P)H oxidasa que produce la Ang II. De esta manera 
previene el efecto proliferativo y oxidante de la Ang II (Santos y col., 2018).  
  
- La angiotensina-(1-7) como renoprotectora 
 La Ang-(1-7), en contraste con la Ang II, no altera el flujo sanguíneo 
renal ni estimula la liberación de aldosterona (Ferrario y col.,1997). A 
diferencia de la Ang II, la infusión de la Ang-(1-7) en la arteria renal 
estimula la diuresis, la natriuresis y aumenta el filtrado glomerular 
(Ferrario y col., 2004). El efecto natriurético lo ejerce por inhibición de la 
Na+-K+-ATPasa, una enzima clave en la reabsorción de Na+ a nivel renal. 
Asimismo, la Ang-(1-7) atenúa el aumento de la reabsorción de Na+ 
provocado por la Ang II, pero no afecta la disminución del filtrado 
glomerular inducido por el octapéptido (Trask y col., 2007). 
Se ha demostrado que el efecto natriurético y diurético que provoca 
la Ang-(1-7) es mayor en las ratas SHR respecto de las ratas normotensas, 
y estos efectos están asociados a un aumento en la liberación de 
prostaglandinas (Trask y col., 2007). La Ang-(1-7) también mejora la 
proteinuria y disminuye las alteraciones estructurales renales en el riñón 
de ratas SHR propensas al infarto cerebral y este efecto protector lo ejerce 
disminuyendo la producción de citokinas pro-inflamatorias (Giani y col., 
2011). 
 
- La angiotensina-(1-7) como cerebroprotectora 
El accidente cerebrovascular es una de las principales causas de 
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muerte y deterioro de la calidad de vida como resultado de un déficit 
neurológico. El accidente cerebrovascular ocurre cuando el flujo de 
sangre al cerebro se interrumpe, creando un área central de muerte 
celular (el núcleo) rodeado de tejido comprometido (la penumbra). 
Aunque el núcleo del tejido dañado es a menudo irreparable, la 
penumbra puede recuperar la función si el flujo sanguíneo se restablece 
de manera rápida (Atzema y col., 2018; Kim y col., 2018). La Ang II 
cerebral y su R AT1 están involucrados en el daño cerebral isquémico 
después de un infarto cerebral. En contraste, la infusión 
intracerebroventricular (i.c.v.) de la Ang-(1-7) antes y durante el 
accidente cerebrovascular isquémico provocado por la oclusión de la 
arteria cerebral media (inducida por endotelina 1) produce una reducción 
significativa en el área infartada resultante (cortical y estriatal) (Meca y 
col.,  2011). Esta disminución en el tamaño del infarto se asoció a un 
aumento de neuronas sobrevivientes en la corteza y el cuerpo estriado, 
así como una disminución en los déficits neurológicos causados por la 
oclusión (Mecca y col.,  2011). Un efecto protector similar de la Ang-(1-7) 
ha sido documentado en ratas con oclusión de la arteria cerebral 
permanente (Jiang y col., 2012, 2014). Apoyan estos hallazgos el hecho 
de que la administración i.c.v. del activador de la ECA 2, aceturato de 
diminazeno, bajo condiciones similares a los usados para la Ang-(1-7), 
disminuye efectivamente el infarto cerebral y los déficits neurológicos 
asociados (Mecca y col., 2011). Estas acciones protectoras de la Ang-(1-
7) y del activador de la ECA 2 aceturato de diminazeno fueron abolidos 
por la coadministración de un bloqueante del R Mas, sugiriendo que el R 
Mas es partícipe necesario en los efectos de la Ang-(1-7) (Mecca y col.,  
2011; Sumners y col., 2013). Recientemente, se ha demostrado que la 
administración de una formulación oral de Ang-(1-7) atenúa el daño 
cerebral y mejora las funciones neurológicas inducidas por el infarto 
cerebral (Bennion y col., 2018). 
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En otro modelo de accidente cerebrovascular como el de las ratas SHR 
propensas a accidente cerebrovascular, el cual es un modelo animal 
establecido de isquemia hemorrágica inducida por la hipertensión, la 
administración central de la Ang-(1-7) aumentó la vida media y mejoró el 
estado neurológico de estas ratas, así como también redujo el  número 
de células microgliales en el cuerpo estriado, lo que implica una 
atenuación de la respuesta proinflamatoria a nivel cerebral (Regenhardt 
y col.,  2014). 
La Ang-(1-7) también actúa como pro-angiogénica a través de la 
estimulación del R Mas y ello se traduce en un mejoramiento del flujo 
sanguíneo cerebral y de los deficits neurológicos asociados a un infarto 
cerebral (Jiang y col., 2014) y mejora la función cognitiva en ratas con 
isquemia cerebral (Xie y col., 2014; Wang y col., 2016). 
 
- La angiotensina-(1-7) y la proliferación celular 
 La Ang-(1-7) presenta un efecto antiproliferativo en varios tipos 
celulares. Por ejemplo, disminuye la proliferación de células de músculo 
liso en aorta de ratas a través de la liberación de prostaciclinas (Tallant 
y col., 2003), inhibe la proliferación de cardiomiocitos en cultivos 
primarios cardíacos (Langeveld y col., 2005), e inhibe la proliferación en 
varias líneas celulares tumorales. Dichos resultados demuestran la 
potencialidad del heptapéptido como agente quimioterapéutico (Trask y 
col., 2007). De hecho, Menon y col. (2007) demostraron que la Ang-(1-7) 
in vivo disminuye el tamaño de los tumores de pulmón en ratón. 
La Ang-(1-7) presenta un efecto selectivo sobre las células 
progenitoras hematopoyéticas de la médula ósea, estimulando la 
diferenciación y proliferación de las células madre principalmente en 
estados de mielosupresión y citopenia (Iusuf y col., 2008). Rodgers y col. 
(2002) observaron que la administración diaria de la Ang-(1-7) aceleró la 
recuperación hematológica mediante el aumento del número de glóbulos 
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blancos y de varios tipos de células progenitoras en ratones expuestos a 
radiación ultravioleta. Debido a que uno de los efectos adversos en los 
tratamientos quimioterapéuticos es la citopenia de precursores 
multipotenciales, se evaluó el rol hematopoyético de la Ang-(1-7) en 
pacientes con cáncer de mama que recibían tratamiento 
quimioterapéutico. Se observó que el heptapéptido atenuó el grado de 
citopenia provocado por la quimioterapia y mejoró la respuesta al 
tratamiento quimioterapéutico sin producir citotoxicidad hematológica 
(Rodgers y col., 2006). 
 
- La angiotensina-(1-7) y la inflamación  
El efecto antiinflamatorio de Ang-(1-7) se ha demostrado en 
condiciones patológicas tales como asma (El-Hashim y col., 2012, 
Magalhães y col., 2015), artritis (Açikalin y col., 2016; Da Silveira y col., 
2010), angioplastía (Zeng y col., 2009), isquemia cerebral (Jiang y col., 
2012), diabetes (Santos y col., 2014, 2018) y accidente cerebrovascular 
hemorrágico intracerebral (Bihl y col., 2015 ).  
En los macrófagos se ha demostrado que la Ang-(1-7) modula la 
polarización y migración de los mismos y la activación de los linfocitos T 
(Hammer y col., 2017). En un modelo de apnea obstructiva del sueño la 
Ang-(1-7) ejerce un efecto protector, mediado por la inhibición de 
citokinas pro-inflamatorias y del estrés oxidativo (Lu y col., 2017). 
Las células microgliales son el blanco de los efectos anti-inflamatorios 
de la Ang-(1-7). La Ang-(1-7) disminuye la producción de las citokinas 
pro-inflamatorias interleuquina (IL) 1β y del factor de necrosis tumoral α 
y del marcador de microglia-macrófago CD11b, y aumenta los niveles 
basales de la citokina anti-inflamatoria IL-10 (Liu y col., 2016). Además, 
se ha demostrado que la Ang-(1-7) disminuye la activación microglial en 
un modelo de encefalopatía inducido por la toxina shiga 2 de Escherichia 
Coli (Goldstein y col., 2016). 
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- La angiotensina-(1-7) como protectora en la diabetes 
Diversas evidencias han demostrado que la Ang-(1-7) presenta un efecto 
protector en la diabetes. La Ang-(1-7) mejora la señalización de la 
insulina, aumentando la fosforilación de Akt, lo cual es un evento clave 
en la translocación del transportador de glucosa a la membrana para la 
captación de glucosa (Giani y col., 2009; Muñoz y col., 2012; Dominici y 
col., 2014). Este efecto estimulador sobre la activación de Akt también 
está relacionado con un aumento en la liberación de NO y vasodilatación 
(Santos y col., 2018). Además de sus propiedades anti-inflamatorias y 
anti-oxidativas, los efectos que produce la Ang-(1-7) conducen a una 
reducción en el daño microcapilar y vascular, lo cual resulta en un 
beneficio clínico, incluyendo la reducción en la cardiomiopatía y la  
nefropatía, mejora en la resistencia a insulina y protección en la 
retinopatía diabética (Santos y col., 2018). 
  
- La angiotensina-(1-7) en el dolor 
Se demostró que la  Ang- (1-7) produce un efecto periférico dosis 
dependiente en la antinocicepción contra la hiperalgesia producida por 
inyección intraplantar de prostaglandina E2 en diversos modelos de 
ratas. Este efecto fue revertido por A-779, lo que sugiere la participación 
del R Mas (Castor y col., 2015; Nemoto y col., 2015, 2017). De esta 
manera, el uso de la Ang-(1-7) y sus análogos podrían ser utilizados en 
el tratamiento de condiciones dolorosas en los mamíferos. 
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El receptor Mas 
 
El gen que codifica para el R Mas fue detectado originalmente en 1986 
(Young y col., 1986) y fue propuesto como un protooncogen. Hace algunos 
años, se ha descubierto una familia de aproximadamente 50 RAPGs 
relacionados con el R Mas, denominados Mrg (Mrg deriva de Mas related 
genes, genes relacionados con el gen del R Mas) (Karnik y col., 2017). El 
R Mas es el prototipo de la subfamilia Mrg que consiste básicamente en 
RAPGs huérfanos que se unen a neuropéptidos y tienen funciones 
fisiológicas clave (Young y col., 1986; Meixiong y col., 2017; Bader y col., 
2014).  
En 2003, Santos y col. identificaron al R Mas como el R específico 
para la Ang-(1-7). El R Mas se expresa predominantemente en los 
testículos y en distintas áreas del cerebro y, en menor medida, en el 
riñón, corazón y vasos (Metzger y col., 1995; Becker y col. 2007;  Alenina 
y col., 2015; Santos y col., 2018). La región codificadora del R Mas fue 
aislada y secuenciada en humanos (Young y col., 1986), rata (Young y 
col., 1988) y ratón (Metzger y col., 1995). El gen se localiza en el 
cromosoma 17 de ratón (Cebra-Thomas y col. 1992), cromosoma 1 de 
rata y cromosoma 6 humano (Rabin y col., 1987). El gen completo del R 
Mas de ratón abarca alrededor de 27 kb y comprende 12 exones, que 
pueden ser transcriptos a partir de al menos 4 promotores. La presencia 
de 11 isoformas de empalme (variantes de splicing) del R Mas, dos señales 
de poliadenilación, y al menos cuatro promotores, muestran que el gen 
que codifica para el R Mas se caracteriza por tener la estructura más 
compleja dentro de la familia de genes codificantes para los RAPGs 
descriptos y publicados hasta el día de hoy (Alenina y col., 2015). Al igual 
que otros Rs que forman parte del SRA, exceptuando al R AT4 (o IRAP), 
el R Mas forma parte de la superfamilia de los RAPGs (Singh y Karnik, 
2016; Karnik y col., 2017).  
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Respecto a las vías de señalización acopladas a la activación del R 
Mas, se ha demostrado en diversos tipos celulares que expresan el R Mas, 
luego de la estimulación con la Ang-(1-7), que no se generan los segundos 
mensajeros inducidos por las proteínas G convencionales, como por 
ejemplo Gq, ya que los niveles intracelulares del segundo mensajero 
calcio o inositol-1,4,5-trifosfato no se modifican luego de ser estimuladas 
con la Ang-(1-7) [Tirupula et al.,  2014]. Contrariamente, la estimulación 
del R Mas induce la generación de prostaglandinas y de NO (Costa y col., 
2010). Asimismo, también se ha demostrado que la estimulación del R 
Mas promueve la activación de la fosfatidil inositol-3-kinasa (PI3K) con la 
subsecuente activación de Akt (Giani y col., 2007), así como la vía de la 
MAPK junto con la ERK1/2 (Gironacci y col., 2014). 
En las últimas décadas se han aclarado varios aspectos de la 
señalización inducida por la Ang-(1-7). El aumento en la liberación de NO 
es la vía más relacionada con el efecto protector de la Ang-(1-7) (Sampaio 
y col., 2007). La Ang-(1-7), a través de la vía dependiente de Akt, induce 
la activación de la óxido nítrico sintasa (NOS) endotelial (Sampaio y col., 
2007) y aumenta los niveles de GMPc (Feterik y col., 2000; Gomes y col., 
2010; Tassone y col., 2013). La activación de Akt mediada por la Ang-(1-
7) también está involucrada en el efecto que presenta la Ang-(1-7) en 
mejorar los parámetros de la resistencia a la insulina (Giani y col., 2009). 
Además de la fosforilación de Akt, la Ang-(1-7) media la fosforilación de 
la glucógeno kinasa-3 y AS160, que son mediadores de la señalización 
inducida por la insulina (Muñoz y col., 2012).  
La Ang-(1-7) también induce la desfosforilación de FOXO1 activando 
directamente este factor de transcripción (Verano-Braga y col., 2012). 
Este efecto probablemente esté involucrado en las acciones 
antitumorales de la Ang-(1-7) ya que FOXO1 es un supresor tumoral bien 
conocido (Coomans de Brachène y col., 2016). 
Otro de los mediadores de los efectos de la Ang-(1-7) y que están 
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acoplados a la activación del R Mas son los derivados del ácido 
araquidónico (AA). La Ang-(1-7), por estimulación del R Mas estimula la 
actividad de la PLA2 y la síntesis de prostaglandina E2 y prostaciclina 
(Andreatta-van Leyen y col., 1993; Muthalif y col., 1998; Lopes y col., 
2004). También contrarresta la señalización de la Ang II, atenuando la 
fosforilación de c-Src y la activación de la NADPH oxidasa inducidos por 
la Ang II, reduciendo así la generación de las especies reactivas del 
oxígeno (Sampaio y col., 2007).  
Además, la Ang-(1-7) inhibe la vía de las MAPK (ERK1/2, p38, JNK), 
que son mediadores centrales en la proliferación celular, fibrosis y 
remodelación. La inhibición de estas vías se ha demostrado en varios 
tipos celulares tales como las células del músculo liso vascular (Zhu y 
col., 2012), células de cáncer de pulmón (Gallagher y col., 2008; Ni y col., 
2012), miocitos cardíacos (Tallant y col., 2005), células endoteliales 
(Sampaio y col., 2007) y células del túbulo proximal del riñón (Gava y 
col., 2009).  
La Ang-(1-7) ejerce su efecto anti-inflamatorio a través de la 
estimulación del R Mas disminuyendo la activación de la vía TGF-β/NF-
kβ (siglas en inglés de transforming growth factor beta, y nuclear factor 
kappa beta, respectivamente) (El-Hashim y col., 2012; Jiang y col.,  2012; 
Marcus y col., 2013; Santos y col. 2018), una vía clave en los procesos 
inflamatorios. Reducciones en moléculas proinflamatorias tales como 
TNF-   β (sigla en inglés de tumor necrosis factor beta), MCP-1 (sigla en 
inglés de monocyte chemotactic protein 1), IL-8 , IL-1 y en la actividad de 
la ciclo-oxigenasa2 (Menon y col., 2007; Jiang y col., 2012; Açikalin y 
col., 2016; Santos y col., 2018) fueron observados en diversos modelos. 
La siguiente figura resume las vías de señalización intracelular 
activadas por la Ang-(1-7) a través de la estimulación del R Mas:  
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Figura 5: Vías de señalización intracelular activadas por la Ang-(1-7) 
acopladas a la estimulación del R Mas. Extraído de Santos y col., 
2018. Las líneas rojas indican inhibición mientras que las negras 
indican estimulación. Ver descripción en el texto. 
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El Sistema Kalicreína-Kinina  
 
El sistema kalicreína-kinina (SKK) es un sistema proteolítico que 
también participa en la regulación de la presión arterial. Dentro de sus 
funciones fisiológicas, este sistema se encuentra implicado en la 
inflamación, aumento de la permeabilidad vascular, dolor, 
vasodilatación, cardioprotección, contracción del músculo liso, 
proliferación celular y la coagulación (Blaes  y col., 2013; Motta y col., 
2017). 
Este sistema se inicia con el kininógeno, el cual existe bajo dos 
formas, de bajo y alto peso molecular. Estas dos formas son originadas a 
partir del mismo gen y producidas mediante splicing alternativo. El 
kininógeno es clivado por la kalikreína para generar diversos péptidos de 
menor peso molecular, las kininas. La kalikreína es la forma activa de la 
enzima, la cual existe como prekalikreína y es activada por la 
prolilcarboxipeptidasa (PRCP) generando kalikreína activa (figura 6). La 
kalikreína cliva al kininógeno generando diversas kininas vasoactivas con 
propiedades proinflamatorias y cardioprotectoras. Las principales 
kininas originadas son la BK, kalidina y la Met-Lys-BK ( Campbell 2016; 
Regoli y col., 2017). La naturaleza de la kinina generada depende de las 
especies animales debido a las diferencias en la secuencia primaria del 
kininógeno.  
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Figura 6: Sistema kalikreína-kinina. Abreviaturas: PRCP: 
prolilcarboxipeptidasa; ECA: enzima de conversión de 
angiotensina; PEP: prolil carboxipeptidasa; NEP: endopeptidasa 
neutra 
 
La BK es un péptido proinflamatorio implicado en varias condiciones 
patológicas, el cual produce contracción del músculo liso, vasodilatación, 
dolor, inflamación, proliferación celular y aumento de la permeabilidad 
vascular (Regoli y col., 2012; Regoli y Gobeil, 2017). 
Las kininas, y específicamente la BK ejercen sus efectos por 
estimulación de dos tipos de receptores, los R B1  que se inducen durante 
la respuesta inflamatoria e inmunológica, y los R B2 que se expresan de 
manera constitutiva, y median la mayoría de los efectos cardiovasculares 
e hipotensores (Leeb-Lundberg y col., 2005; Regoli y col., 2012; Qadri y 
Bader, 2018). Ambos tipos de receptores pertenecen a la familia de los 
RAPG. La activación de ambos receptores está asociada a un aumento 
 39 
 
intracelular de Ca+2 y/o a la liberación de mediadores tales como AA que 
origina diversos eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, 
leucotrienos tromboxano, etc), NO y el factor hiperpolarizante derivado 
del endotelio entre otros (Leeb-Lundberg y col., 2005; Regoli y col., 2012). 
Mientras que los R B2 se expresa constitutivamente en una gran 
cantidad de tejidos, los R B1 apenas se expresan en unos pocos tipos 
celulares, pero son altamente inducibles por mediadores inflamatorios. 
En particular, se demostró que el R B1 estaba implicado en la patogénesis 
de numerosas enfermedades inflamatorias. Su potencial terapéutico fue 
motivo de desarrollo de diversas moléculas capaces de bloquear su 
respuesta (antagonistas del R B1) (Leeb-Lundberg y col., 2005; Regoli y 
col., 2012; Qadri y Bader, 2018). 
 
El receptor B2 de Bradikinina  
El R B2 pertenece a la familia de los RAPG. El gen que codifica para 
el R B2 contiene tres exones separados por dos intrones. El primer y 
segundo exón son no-codificantes, mientras que el tercer exón contiene 
la región codificante completa, el cual codifica para una proteína de 364 
aminoácidos. El gen para el R B2 humano presenta una alta homología 
con el de rata y ratón y se encuentra localizado en el cromosoma 14q32 
(Ma y col., 1994).  
El amplio espectro de los efectos biológicos de la BK refleja una 
compleja red de vías de señalización (figura 7). La estimulación del R B2 
induce la  activación de las proteínas Gαq y Gαi (Liao y col., 1993; 
Quitterer y col., 1999, Leeb-Lundberg y col., 2012). La vía de Gαq conduce 
a la activación de PLC con la consiguiente generación de fosfatidilinositol 
trifosfato y movilizaciòn de Ca++ intracelular. Ello promueve la liberación 
del factor de relajación endotelial e incluye  la activación de proteín 
kinasa C (PKC) y PLA2 citosólica. La estimulación del R B2 también 
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aumenta la expresión de NFkB y de la ciclo-oxigenasa2 a través del 
elemento de respuesta a AMPc y de la vía Ras/Raf-1/ERK (Blaes y 
Girolami, 2013). La vía de Gαi está implicada en la liberación del factor 
de relajación endotelial de las células endoteliales y en la regulación de 
los canales de calcio en las neuronas. El R B2 puede reclutar Gαs y 
Gα12/13 como se ha demostrado en la formación de las fibras de estrés 
en fibroblastos (Liebmann y col., 1996).  
Una propiedad importante de la activación del R B2 es la liberación 
de prostaglandinas (PG), a través de dos mecanismos diferentes. La vía 
clásica, mediada por la activación de PLC y PKCε, conduce a la activación 
de PLA2 y la consiguiente formaciòn de PGs (Lal y col., 1998). La otra vía 
de generación de PGs involucra la estimulación de PLA2, independiente 
de la hidrólisis de fosfatidil inositol-trifosfato. Así, dependiendo del tipo 
de célula, la BK puede activar PLC o PLA2 estimulando proteínas de 
unión a GTP distintas. Las  PGs liberadas  actúan de forma paracrina y 
autocrina mediante la activación del R de PG de membrana con 
producción de AMPc. Como consecuencia, la activación de R B2 a través 
de BK es un potente modulador indirecto de los niveles de AMPc (Blaes y 
Girolami, 2013).  
La activación del R B2 también induce la generación de NO a través 
de la estimulación de la NOS. Este efecto conlleva a un aumento en los 
niveles de GMPc por la activación de la guanilato ciclasa (figura 7). Esta 
señalización es crucial en la regulación de la función vascular y en la 
cardioprotección ejercida por la BK (Blaes y Girolami, 2013; Couture y 
col., 2014). 
Por otro lado, la BK induce la producción de mediadores inflamatorios 
a través de la estimulación de la ciclo-oxigenasa2, como lo son el NF-kB 
y el AMPc. Estas vías median efectos inflamatorios. En conclusión, la 
compleja red de señalización activada por el R B2 muestra respuestas 
biológicas con caras opuestas resultantes. La vía de activación 
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predominante dependerá del órgano, tejido, tipo de célula y del medio 
ambiente celular (citoquinas, factores de crecimiento, hiperglucemia, 
etc). 
 
 
Figura 7: Vías de señalización intracelular activadas por la BK. 
Extraído de Blaes & Girolami., 2013. PL, fosfolipasa; PGs, 
prostaglandinas; NO, óxido nítrico; GC, guanilato ciclasa; AC, 
adenilato ciclasa; COX-2, ciclo-oxigenasa; EGFR, VEGFR y PDGFR, 
factores de crecimiento.  
 
Después de la unión del agonista, la señalización del R B2 se regula 
adicionalmente por fosforilación de sitios específicos en el extremo C-
terminal [Pizard y col., 1999] y posterior internalización 
(desensibilización). Este proceso también implica la interacción con la β-
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arrestina (Zimmerman y col., 2011).  
Aunque los efectos de BK dependen principalmente del R B2 
presente en la  membrana plasmática, se ha demostrado la existencia de 
una población de R B2 en el núcleo celular (Arganaraz y col., 2004; Savard 
y col., 2008). La señalización está asociada con la movilización transitoria 
de calcio intranuclear y estimulación de la expresión de la NOS inducible 
(Savard y col., 2008).  
 
Interacción entre el SKK y el SRA 
Como se muestra en la figura 8, existe una similitud en las cascadas 
que conducen a la generación de las kininas y las diferentes Angs, así 
como también en su metabolismo. Ambos sistemas hormonales son 
proteolíticos, por lo que enzimas que pertenecen a uno de ellos tienen la 
capacidad de actuar en el otro  (figura 8). Por ejemplo: 
1) La prolilcarboxipeptidasa (PRCP), que cataliza la generación de 
kalikreína a partir de prekalikreína, inactiva a la Ang II generando 
a la Ang-(1-7).  
2) La kalikreína, una enzima que cataliza la degradación del 
kininógeno (precursor del SKK)  para generar kininas, también 
activa la prorenina a renina activa.  
3) La enzima ECA, que cataliza la generación de la Ang II, también 
cataliza la degradación de la BK. 
4) La Ang II aumenta la transcripción de los receptores B1 y B2.  
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Figura 8: Interacción y cruce de vías metabólicas entre los sistemas 
renina-angiotensina y kalikreína-kinina. Ang, angiotensina; ECA, enzima 
convertidora de angiotensina; PRCP, prolilcarboxipeptidasa; SRA, sistema 
renina-angiotensina; SKK, sistema kalicreína-kinina; R, receptor 
 
Asimismo, la interacción de ambos sistemas no solo ocurre a nivel de 
las enzimas que catalizan la generación o degradación de los diferentes 
componentes, sino que también ocurre entre la Ang-(1-7) y la BK: 
1) La Ang-(1-7) potencia el efecto vasodilatador e hipotensor de la BK 
al co-administrarse (Ueda y col., 2001; Fernandes y col., 2001; 
Greco y col., 2006). 
2) La BK media el efecto simpatoinhibidor de la Ang-(1-7) sobre la 
neurotransmisión noradrenérgica a nivel central (Gironacci y col., 
2000, 2004). 
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3) La BK carece del efecto vasodilatador e hipotensor cuando se 
bloquea el R Mas de la Ang-(1-7) o cuando el mismo no está 
presente debido a la deleción del gen que lo codifica (Peiró y col., 
2013). 
4) La Ang-(1-7) carece del efecto protector en la invasión del 
Plasmodium falciparum a los glóbulos rojos cuando se bloquea el R 
B2 de la BK (Silva y col., 2016). 
5) La Ang-(1-7) carece de efecto sobre la activación de la NOS, cuando 
se bloquea el R B2 de BK (Costa y col. 2010). 
La identificación de eventos clave en el complejo Ang-(1-7) y las 
interacciones con el SKK serían valiosas para mejorar estrategias 
farmacológicas. 
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Los Receptores Acoplados a Proteína G 
 
Los RAPGs constituyen una gran superfamilia de proteínas que 
actúan como transductores de señales a través de la membrana celular: 
en el exterior reciben un ligando y en el interior celular activan diversas 
señales de transducción por activación de la proteína G (Foord y col., 
2002; Lefkowitz, 2007; Hilger y col., 2018).  
Miembros de esta superfamilia están codificados por 
aproximadamente el 4-10% del genoma y participan en una gran 
diversidad de procesos fisiológicos en los mamíferos (Latek y col., 2012; 
Hilger y col., 2018). La familia de los RAPGs comprende alrededor de 800 
Rs humanos clasificados filogenéticamente en cinco subfamilias, a saber: 
los clase A (tipo I, similares a la rodopsina), clase B (tipo II, tipo R de 
secretina), clase C (tipo III, metabotrópicos del tipo R de glutamato) y 
otras dos clases que muestran baja, pero significativa, similitud de 
secuencia con los receptores de clase B (Foord y col., 2002; Rosenbaum 
y col., 2009).  
Los RAPGs están constituidos por una sola cadena proteica de entre 
450 y 600 aminoácidos en la que se pueden identificar siete regiones de 
marcada hidrofobicidad correspondientes a siete hélices alfa que 
atraviesan la membrana celular,  conectados por tres bucles 
intracelulares y tres bucles extracelulares. La región N-terminal está 
expuesta en la cara extracelular de la membrana mientras que la región 
C-terminal se encuentra en el citoplasma (Rosenbaum y col., 2009; Hilger 
y col., 2018).  
Los RAPGs son responsables de detectar una amplia variedad de 
señales, que incluyen, por ejemplo, neurotransmisores, hormonas, iones, 
proteasas, estímulos olfativos y visuales. Hay 800 genes que codifican 
RAPGs en el genoma humano, lo que los convierte en la familia más 
grande de proteínas receptoras humanas, y en una de las familias de 
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proteínas más grandes. Esto los convierte en uno de los principales 
objetivos farmacológicos. Aproximadamente el 40% de los fármacos 
actualmente disponibles para uso humano están dirigidos a los RAPGs.  
El modelo del complejo ternario clásico, que asume la interacción de 
tres componentes básicos, un receptor, un agonista y una proteína G, 
sirvió durante mucho tiempo para explicar la función de los RAPGs. A la 
luz de este modelo, la activación de un receptor es el resultado de la 
interacción con un agonista, que conduce a la activación de una proteína 
G específica en la región intracelular que, a su vez, inicia cascadas de 
señalización particulares. Sin embargo, los estudios experimentales y 
computacionales han demostrado que el funcionamiento y la 
señalización de los RAPGs pueden ser mucho más complicados de lo que 
predice este modelo clásico. En particular, primero se pensó que los 
RAPGs funcionan como entidades monoméricas. Sin embargo, los 
métodos biofísicos y bioquímicos como experimentos de 
entrecruzamiento, ensayos de co-inmunoprecipitación, estudios de 
transferencia de energía de fluorescencia (FRET, sigla en inglés de 
fluorescence resonance energy transfer) y de bioluminiscencia (BRET, 
sigla en inglés de bioluminescence resonance energy transfer) y los 
enfoques de modelado molecular (simulaciones computacionales de 
dinámica molecular) demuestran cooperatividad negativa y positiva, y 
proporcionan cada vez más evidencia de que estos receptores forman 
homo-oligómeros y hetero-oligómeros funcionales (Sleno y Hébert, 2018). 
La mayoría de los RAPGs comparten también una serie de motivos 
secuenciales conservados, y se sugiere que su activación y modulación 
podría estar gobernada por mecanismos similares. Se pensó una vez que 
los RAPGs eran simples transmisores de señal, que recibían estímulos 
extracelulares y los transmitían a una especie definida de proteínas G en 
el espacio intracelular. Notablemente, incluso de acuerdo con este 
modelo en desuso, la transmisión de la señal dentro de los RAPGs podría 
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considerarse como un proceso alostérico, ya que se suponía que la unión 
del ligando en el bolsillo de unión extracelular inducía cambios en el sitio 
intracelular distante. Hoy se sabe que los RAPG pueden recibir señales y 
procesarlas, y el resultado de la señalización depende no solo del ligando 
sino también de la presencia de factores alostéricos adicionales, como 
moléculas alostéricas pequeñas, componentes de la membrana, iones o 
incluso otros RAPGs (en dímeros/oligómeros del receptor). Un único 
RAPG puede reconocer varios ligandos, y dependiendo de su naturaleza, 
puede activar varias cascadas de señalización intracelular, que implican 
diferentes complejos de proteína G, arrestinas o proteínas de andamiaje. 
Además, se sabe que estas vías pueden activarse por separado mediante 
ligandos apropiados; este fenómeno se denomina "selectividad funcional" 
(Kenakin y Miller, 2010; Wootten y col., 2018). Por lo tanto, se puede 
concluir que para activar diferentes cascadas de señalización, los 
ligandos funcionalmente selectivos tienen que activar diferentes rutas de 
transmisión de señal intra-proteína, lo que a su vez sugiere que hay más 
de una forma de procesamiento de señales en los RAPGs. Esto significa 
que deberían considerarse más bien como máquinas alostéricas 
complejas capaces de procesar la señal dentro de su estructura y devolver 
respuestas diferentes a diferentes estímulos.  
 
Oligomerización de los receptores acoplados a proteínas G 
  
Los RAPGs se han descripto clásicamente como entidades 
monoméricas que funcionan uniéndose en una relación estequiométrica 
de 1: 1 a las moléculas de señalización y continúan la vía de transducción 
río abajo. Sin embargo, en los últimos años, un creciente número de 
estudios ha apoyado la hipótesis de que estos receptores pueden 
interactuar para formar dímeros y hasta oligómeros, entidades de orden 
superior (Ferré y col., 2014; Gahbauer y Böckmann, 2016; Kleinau y col., 
 48 
 
2016; Gaitonde y González-Maeso, 2017; Sleno y Hébert, 2018).  
Una de las primeras evidencias acerca de la existencia de di-
oligómeros de RAPGs fue postulada por Nigel Birdsall en 1982, quien 
sugirió que: "... un fármaco A para el receptor A alostéricamente afecta al 
receptor B de tal manera que modifica la unión del fármaco B al receptor 
B”. Esto se concluyó a partir de la evidencia reunida por Watanabe y sus 
colaboradores en 1978 cuando descubrieron que la activación del ligando 
de un receptor podría alterar la afinidad de otro receptor por su ligando. 
Un gran número de evidencias demuestran que los RAPGs existen 
como homo-oligómeros, y además pueden interaccionar con otros tipos 
de receptores formando hetero-oligómeros (Ferré y col., 2014; Gahbauer 
y Böckmann, 2016; Kleinau y col., 2016; Gaitonde y González-Maeso, 
2017; Sleno y Hébert, 2018). La heteromerización de receptores 
constituye una nueva área de investigación que está modificando nuestro 
pensamiento de la bioquímica, biología celular, farmacología y 
descubrimiento de nuevos fármacos.  Este heterómero es un complejo 
macromolecular compuesto por dos unidades de receptores funcionales 
con propiedades bioquímicas diferentes respecto de los componentes 
individuales. La “huella digital bioquímica” (biochemical fingerprint) del 
heterómero son características bioquímicas del heterómero (propiedades 
farmacológicas, señalización y tráfico) que son utilizadas para su 
identificación en el tejido nativo. Ello ha sido demostrado para un gran 
número de receptores, entre ellos los β-adrenérgicos, δ- y κ-opiodes, 
muscarínico M3, dopaminérgicos, del neuropéptido Y, ácido gamma-
aminobutírico, Ang II, etc.  
La oligomerización de los RAPG afecta su actividad. De hecho, la 
función fisiológica de los receptores para la Ang II parecen estar 
controlados por hetero-oligomerización. Por ejemplo, la dimerización 
entre los R AT1 de Ang II y los R B2 de BK resulta en una potenciación de 
la respuesta de Ang II durante la preeclampsia en mujeres embarazadas 
 49 
 
(Abdalla y col., 2001); los R AT2 de Ang II antagonizan a los R AT1  a través 
de la formación de un hetero-oligómero AT2-AT1 (Abdalla y col., 2001b) y 
la formación de un dímero entre los R Mas de Ang-(1-7) y R AT1  de la Ang 
II explicaría la inhibición del efecto vasoconstrictor de la Ang II (Kostenis 
y col., 2005).  
En resumen, el acople a la proteína G, las señales de transducción y 
la internalización están influenciadas por la naturaleza 
dimérica/oligómerica de los receptores (Ferré y col., 2014; Gahbauer y 
Böckmann, 2016; Kleinau y col., 2016; Gaitonde y González-Maeso, 
2017). Algunas de las principales consecuencias de la oligomerización de 
los RAPGs que se han reportado y que se esquematizan en la figura 9 
son: 
 
A) Retencion de uno de los RAPG en el retículo endoplásmico. La 
dimerización es necesaria para madurar y poder migrar a la 
membrana plasmática. De esta manera, es el dímero/oligómero la 
unidad funcional. 
B) Los dímeros pueden modificar la afinidad del protómero asociado 
para con su ligando: cooperatividad positiva o negativa, alterando 
así la respuesta intracelular 
C) Un solo receptor activado puede transactivar otros receptores 
vecinos que amplifican, disminuyen o bien hasta bloquean la 
señalización (cooperación intermolecular) 
D) La formación del dímero promueve un efecto cooperativo entre los 
protómeros, amplificando la respuesta intracelular 
E) El dímero promueve la desensibilización e internalización del 
protómero y de otros componentes de la membrana 
F) La formación del dímero promueve la activación de vías de 
señalización que son únicas del dímero, y que no son activadas por 
ninguno de los protómeros por separado.  
 50 
 
G) La formación del dímero es necesario para que un receptor sea 
activado y se produzca la respuesta. Por ejemplo, el efecto 
alucinógeno del ácido lisérgico, que se une al receptor 5-HT2A, 
ocurre solo cuando se encuentra formando un dímero con el 
receptor mGlu2. 
H) Un receptor con mutaciones en su secuencia incapaz de migrar 
hasta la membrana plasmática, puede dimerizar con su 
contraparte salvaje (wild-type) y luego ser enviado a los lisosomas 
para su posterior degradación. 
I) La dimerización entre un RAPG huérfano y otro que no lo es y que 
además tiene actividad constitutiva como protómero, bloquea la 
señalización del receptor huérfano. La unión del ligando promueve 
la disociación del dímero, y así recupera su actividad constitutiva. 
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 Figura 9: Consecuencias de la oligomerización de los RAPGs 
Extraído de Rivero-Müller y col., 2013 
 
La oligomerización de los RAPGs puede ocurrir después de la 
biosíntesis, sugiriendo que cumple un rol en la maduración del receptor 
y permite el correcto transporte desde el retículo endoplásmico a la 
membrana celular. Se ha propuesto que la hetero-oligomerización de 
estos receptores pueden conducir a cooperativismo positivo o negativo 
por la unión del ligando así como potenciar o atenuar las señales de 
transducción o modificar la selectividad de la proteína G. Asimismo, la  
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heteromerización de receptores influye también en las propiedades de 
tráfico de los receptores (Kleinau y col., 2016). Diversos estudios de 
tráfico de los heterómeros han demostrado que: (a) la presencia de un 
protómero modifica la localización del otro protómero en un 
compartimento subcelular, (b) la presencia de un protómero disminuye 
la internalización inducida por el ligando del otro protómero, (c) algunos 
pero no todos los agonistas promueven la internalización de ambos 
protómeros, (d) el agonista de uno de los  protómeros induce la 
internalización de ambos protómeros, (e) el tráfico de los protómeros es 
modificado, por ejemplo de un compartimento de reciclado a un 
compartimento degradativo, y (g) el tratamiento con agonistas induce 
cambios en la unión a arrestina y en la señalización mediada por 
arrestina (Ferré y col., 2014; Gahbauer y Böckmann, 2016; Kleinau y 
col., 2016; Gaitonde y González-Maeso, 2017). 
La interacción entre los monómeros de los RAPGs da como resultado 
complejos de orden superior tales como homo-oligómeros  o hetero-
oligómeros, que pueden estar presentes en un equilibrio 
monómero/oligómero específico y dinámico. Es ampliamente aceptado 
que la oligomerización de GPCR es un mecanismo para determinar la 
puesta a punto y la expansión de los procesos celulares mediante 
modificación de la acción del ligando, niveles de expresión y resultado de 
señalización relacionado. En consecuencia, la oligomerización 
proporciona oportunidades interesantes para optimizar el tratamiento 
farmacológico con respecto a un receptor específico y selectividad tisular 
o para el desarrollo de herramientas de diagnóstico. Por otra parte, la 
heteromerización de los RAPGs puede ser una posible razón de los efectos 
secundarios no deseados de la farmacología. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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Hipótesis y Objetivos de trabajo       
Teniendo en cuenta la importancia de la BK y la Ang-(1-7) en la regulación de la 
presión arterial, y que: 
● 1) La Ang-(1-7) potencia el efecto vasodilatador e hipotensor de la BK al 
co-administrarse. 
● 2) La BK, a través del R B2, media el efecto inhibitorio de la Ang-(1-7) sobre 
la neurotransmisión noradrenérgica. 
● 3) El efecto vasodilatador de BK desaparece cuando el R Mas de Ang-(1-7) 
es delecionado o bloqueado. 
Y que además  los RAPG forman homo y hetero-oligómeros, 
nuestra hipótesis de trabajo es que los R B2 de BK forman un 
heterodímero/oligómero con los R Mas de la Ang-(1-7), y de esta manera 
modulan la afinidad del ligando por su receptor, el proceso de internalización y 
tráfico del receptor, las señales de transducción asociadas y sus respuestas 
biológicas, explicando así las evidencias fisiológicas antes mencionadas.  
Objetivos Generales: 
1) Determinar la existencia del hetero-oligómero R B2 - R Mas. 
2) Evaluar las consecuencias funcionales de la formación de este hetero-
oligómero. 
 
Objetivos Específicos: 
1) Determinar la existencia del hetero-oligómero R B2 - R Mas. La interacción 
entre los Rs B2 y Mas se evidenciará mediante la técnica de FRET. FRET es 
la transferencia de energía entre cromóforos, donde un fluoróforo excitado 
(dador) cede energía en exceso a una molécula no excitada (aceptor), la cual 
como consecuencia promueve un estado excitado mediante un mecanismo 
acoplador dipolo-dipolo. Esta transferencia de energía sólo ocurre entre 
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moléculas que están a una distancia menor a 10 nm entre ellas, por ello 
FRET permite evaluar la proximidad y por ende la interacción entre 
proteínas.  
2) Determinar si cada uno de los agonistas o antagonistas de los receptores 
altera la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas. 
3) Evaluar la afinidad del ligando por su receptor cuando se forma el hetero-
oligómero R B2 - R Mas a través de ensayos unión ligando-receptor. 
4) Evaluar si el hetero-oligómero R B2 - R Mas es internalizado como tal luego 
del estímulo con cada uno de los agonistas. 
5) Determinar si la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas modifica la 
velocidad de internalización del receptor. 
6) Determinar si la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas altera las 
señales de transducción acopladas a la activación de cada uno de los Rs, 
tales como la liberación de derivados del AA, activación de Akt y de ERK1/2, 
vías acopladas a la activación de cada uno de los receptores.  
7) Determinar si la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas modifica la 
respuesta biológica asociada a la activación de estos receptores. 
8) Determinar la existencia del hetero-oligómero R B2 - R Mas en condiciones 
nativas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          MATERIALES 
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Materiales           
Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich (St. Louis, 
Missouri, EE.UU.): tris (hidroximetil)-aminometano (Tris), ácido N-2-
hidroxietilpiperazin-N’-etansulfónico (HEPES), dodecilsulfato sódico (SDS), ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 
aprotinina, leupeptina, Triton X-100, Tween 20, seroalbúmina bovina (SAB),  
paraformaldehído, buffer fosfato salino (PBS), anticuerpo anti-gliceraldehído 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) policlonal de conejo y el kit Duolink In Situ 
Orange Starter Kit Mouse/Rabbit para el ensayo de ligación por proximidad (PLA, 
sigla en inglés para proximity ligation assay). 
El suero fetal bovino estéril (SFB), la LipofectaminaTM 2000, el medio Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM, sigla en inglés para Dulbecco´s Modified 
Eagle´s Medium), el anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulina G (IgG) 
de ratón acoplado a AlexaFluor 594 y la mezcla comercial de antibióticos-
antimicóticos (10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000 μg/mL de 
estreptomicina y 25 μg/mL de anfotericina B) fueron adquiridos en Invitrogen 
(Carlsbad, California, EE.UU.). El cóctel de inhibidores de proteasas (fluoruro de 
4-(2-aminoetil)- sulfonil benceno 100 mM, bestatina 5 mM, pepstatina A 1mM, E-
64 1,5 mM, leupeptina 2 mM, aprotinina 80 µM) y de fosfatasas (imidazol 200 
mM, fluoruro de sodio 100 mM, molibdato de sodio 115 mM, ortovanadato de 
sodio 100 mM, tartrato de sodio dihidrato 400 mM) fueron obtenidos de 
Calbiochem (San Diego, California, EE. UU.) 
Los anticuerpos de ratón anti-Rab5 y anti-R B2 fueron adquiridos en BD 
Biosciences (San Jose, California, EE.UU.). Los anticuerpos policlonales 
específicos anti p-ERK1/2 (fosfo Thr 202/Tyr 204) o anti p-Akt (fosfo Ser 473) 
de conejo y contra Akt y ERK1/2 fueron adquiridos en Cell Signaling (Beverly, 
Massachusetts, EE.UU.). El anticuerpo policlonal de ratón anti-R AT1 fue 
adquirido en Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EE. UU.). La Ang-(1-7) 
fue adquirida en Bachem (Torrance, California, EE.UU.). El ácido [3H] AA (204.6 
Ci/ mmol) y el líquido de centelleo Optiphase HiSafe 3 fueron adquiridos en 
Perkin Elmer (Boston, Massachusetts, EE.UU.). 
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Los reactivos y el equipo para electroforesis en geles de poliacrilamida y 
electrotransferencia se adquirieron en Laboratorios Bio-Rad (Hercules, 
California, EE.UU.).  El contador de centelleo líquido beta utilizado es un equipo 
Beckman LS-5000 TD. El microscopio confocal utilizado para la adquisición de 
imágenes es un microscopio de barrido láser Olympus Fluoview FV1000 (Tokio, 
Japón). El contador de centello sólido gamma utilizado para medir [125I]Ang-(1-
7) es un equipo Wallac Wizard 1470 (Automatic gamma counter, Perkin-Elmer). 
Las membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF), los anticuerpos 
policlonales anti-IgG de ratón y de conejo unidos a peroxidasa de rábano (HRP) 
y el reactivo para detección por quimioluminiscencia (ECL, siglas en inglés para 
enhanced chemiluminescence también llamado ¨Pierce ECL Plus Western 
Blotting Substrate¨) se adquirieron de Thermo Scientific (Waltham, 
Massachusetts, EE.UU.). El resto de los reactivos utilizados en este trabajo 
fueron de grado analítico o de la máxima pureza disponible. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   MÉTODOS  
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Métodos           
Cultivo celular   
El presente estudio se llevó a cabo en cultivos de una línea celular de 
riñón embrionario humano (HEK 293T, sigla en inglés de Human 
Embryonic Kidney 293). Se eligieron estas células porque es una línea 
celular bien caracterizada, fácil de manipular, de origen humano, de alta 
eficiencia de transfección, y porque ha sido ampliamente utilizada para 
estudiar la interacción de otros receptores. Además, estas células, no 
necesitan de tripsina u otra proteasa para cosecharlas de las placas de 
cultivo, y esto sería algo limitante al trabajar con receptores (Rs) de 
membrana, ya que los mismos se podrían ver afectados al realizarse el 
tratamiento. 
Los cultivos de la línea HEK293T fueron crecidos en un medio de 
cultivo utilizando el medio de cultivo comercial DMEM, alto en glucosa, 
suplementado con SFB inactivado por calor al 10 %, y una mezcla 
comercial de antibióticos-antimicóticos (10.000 unidades/ml de 
penicilina, 10.000 μg/ml de estreptomicina y 25 μg/ml de anfotericina 
B).  Las células fueron crecidas en una estufa de cultivo celular a 37ºC 
en una atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2. Una vez 
alcanzado el 95-100 % de confluencia, las células fueron incubadas en 
condiciones de arresto del ciclo celular (DMEM/SFB 1%) y transfectadas 
siguiendo las instrucciones del proveedor.  
 
Obtención de los vectores que codifican para las quimeras 
R B2-CFP y R Mas-YFP  
Para evaluar la formación del hetero-oligómero se utilizaron las 
siguientes construcciones: la proteína YFP fusionada al extremo C-
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terminal del R Mas (R Mas-YFP) y la proteína CFP fusionada al extremo 
C-terminal del R B2 de BK (R B2-CFP). La construcción R Mas-YFP, ya fue 
clonada y caracterizada previamente (Gironacci y col., 2011). La 
construcción R B2-CFP fue cedida por el Dr Faussner (Ludwig-
Maximilians-University Munich, Munich, Alemania), la cual fue 
subclonada en los sitios BamHI–XhoI del plásmido pcDNA3.1. El gen 
clonado fue confirmado por análisis de restricción y secuenciación.  
 
Transfecciones 
Las células HEK293T fueron transfectadas con los plásmidos que 
contienen las secuencias de DNA que codifican para las construcciones 
(R B2-CFP o R Mas-YFP) o las secuencias nativas (R B2 y R Mas), solos o 
combinados, utilizando LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen) según las 
instrucciones del proveedor. Luego de 48 horas de la transfección se 
procedió a los diversos tratamientos. 
 
Medida de la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas 
La interacción entre los Rs se determinó a través de la técnica de 
FRET. El R Mas de Ang-(1-7) se encuentra fusionado a la YFP, mientras 
que el R B2 lo está a la CFP. Ambas proteínas fluorescentes están 
fusionadas al extremo C-terminal del receptor, es decir se encuentran 
dentro del citoplasma celular. Dado que existe un solapamiento en el 
espectro de emisión de la CFP con el espectro de absorción de la YFP, si 
ambos Rs se encuentran interaccionando mediante la formación de un 
hetero-oligómero, la transferencia de energía entre las moléculas 
fluoróforas pondrá en evidencia la interacción de los Rs, tal como se 
esquematiza en la siguiente figura:  
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La interacción entre los receptores fue determinada por FRET 
después del fotoblanqueo del aceptor (FRET after photobleaching en 
inglés) (Grecco y col., 2010). La técnica consiste en la adquisición de dos 
imágenes de la célula a analizar, una previa y otra posterior al 
fotoblanqueo. De haber transferencia  de energía, la intensidad de 
fluorescencia del donante (CFP) estará aumentada, ya que al 
fotoblanquear al aceptor (YFP) y perder su capacidad de aceptar energía 
del donante (CFP), toda la energía del donante se emitirá como 
fluorescencia.  
Para evaluar la interacción de los receptores por la técnica de FRET, 
las células fueron transfectadas con las dos construcciones, R B2-CFP y 
R Mas-YFP y 48 h después fueron sometidas a los siguientes 
tratamientos:  
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- Células sin estímulo, para evaluar la presencia del hetero-
oligómero R B2 - R Mas constitutivo 
- Células estimuladas con BK 1 mM durante 15 min, para evaluar si 
el agonista endógeno del R B2 altera la formación del  hetero-
oligómero R B2 - R Mas 
- Células estimuladas con Ang-(1-7) 1 mM durante 15 min, para 
evaluar si el agonista endógeno del R Mas altera la formación del  
hetero-oligómero R B2 - R Mas 
- Células estimuladas con un antagonista del receptor B2 (Hoe 140) 
1 mM durante 15 min, para evaluar si un antagonista del R B2 
altera la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas 
- Células estimuladas con un antagonista del receptor Mas ([D-Ala7]-
Ang-(1-7)) 1 mM durante 15 min, para evaluar si un antagonista 
del R Mas altera la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas 
      
Otro grupo de células fueron transfectadas con las 2 construcciones 
(R B2-CFP y R Mas-YFP) más uno de los dos receptores nativos (R B2 ó R 
Mas) según: 
- R B2-CFP + R Mas-YFP + R B2 
- R B2-CFP + R Mas-YFP + R Mas  
Estas dos poblaciones fueron utilizadas para evaluar la especificidad 
del FRET. Al estar presente el receptor salvaje, existirá una competencia 
entre el R salvaje y el R fusionado a la proteína fluorescente por la 
formación del hetero-oligómero, lo cual se evidencia por una disminución 
del FRET aparente.  
Luego de los tratamientos efectuados, las células fueron fijadas con 
paraformaldehído (PFA) al 4% durante 15 min. Luego de dos lavados con 
PBS fueron montadas en cubreobjetos y se procedió a realizar los 
experimentos de FRET. Los experimentos de FRET fueron realizados por 
microscopía confocal. Se utilizó un microscopio confocal espectral 
 61 
 
FV1000 Olympus con un objetivo  de 60X UPLSAPO de aceite de 
inmersión, con una apertura numérica de 1,35. Las muestras fueron 
sometidas a un pulso de luz  con láseres de 457 nm y 488 nm, dentro de 
las líneas de excitación del gas Argón respectivamente, en modo 
secuencial. Las muestras fueron excitadas a través de un filtro dicroico 
457/488, y se recogió la emisión en las bandas 465-495 nm para la CFP 
y 500-530 nm para la YFP. Se procedió a realizar una primer toma de 
imágenes en los 2 canales (del aceptor y del donante). Se fotoblanqueó el 
aceptor (YFP) utilizando la máxima potencia del láser para destruir la 
capacidad luminiscente de la molécula. Finalmente, se realizó otra toma 
de imágenes en los 2 canales. Como la molécula aceptora ya no pudo 
absorber energía de la donante, de haber FRET, se observará un 
incremento en la fluorescencia de la molécula donante.  
Para el cálculo de eficiencia de FRET aparente (EFA) se aplicó la 
siguiente fórmula:  
 
EFA = 1 - (fluorescencia del donador pre-fotoblanqueo/fluorescencia 
del donante post-fotoblanqueo) 
 
Marcación de la Ang-(1-7) 
 
Para los ensayos de unión ligando-receptor se utilizó la [125I]Ang-(1-7) 
marcada en nuestro laboratorio mediante el método de la lactoperoxidasa 
como describimos previamente (Gironacci y col., 1999). Para ello, 2 μg de 
Ang-(1-7) se incubaron en 20 μl de buffer fosfato 0,2 M (pH= 7,4) en 
presencia de [125I]Na (0,15 mCi), 10 μg de lactoperoxidasa y 8 μl de 
peróxido de hidrógeno (1/15.000) durante 5 min. El agregado de peróxido 
de hidrógeno se repitió dos veces más. La reacción finalizó por el agregado 
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de acetonitrilo 5% en ácido trifluoracético 0,1%. 
El péptido marcado fue purificado por cromatografía líquida de alta 
presión en fase reversa, en una columna C4, eluida con un gradiente de 
acetonitrilo 5-35% en ácido trifluoracético 0,1%, durante 50 min con un 
flujo de 0,8 ml/min. Esto permitió la separación de la Ang-(1-7) mono-
iodada de la especie di-iodada. Se utilizó la [125I]Ang-(1-7) mono-iodada. 
 
Ensayo de unión ligando-receptor 
 
Se determinó la afinidad del R por su ligando en células 
monotransfectadas con la construcción que codifica para R B2 o R Mas y 
en células bitransfectadas con ambas construcciones (R B2 + R Mas). 
Como control negativo se utilizaron células transfectadas con el plásmido 
vacío. 48 h después de la transfección, las células fueron lavadas dos 
veces con PBS y posteriormente incubadas durante 45 min a 4 °C en el 
buffer de la siguiente composición: DMEM/SAB 0,2 % conteniendo un 
cóctel de inhibidores de proteasas, pH= 7,4, y [125I]Ang-(1-7) 2 nM. Una 
vez finalizada la incubación, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 
frío para remover el ligando marcado y detener la incubación. Las células 
fueron solubilizadas por incubación con NaOH 0,1 M durante 60 min y 
el contenido radiomarcado fue cuantificado en un contador de centelleo 
sólido gamma. La unión inespecífica fue determinada en presencia de 
Ang-(1-7) fría 10 µM. La unión específica se determinó sustrayendo la 
unión inespecífica a la unión total. 
 
Internalización del hetero-oligómero R B2 - R Mas  
La internalización del hetero-oligómero luego del estímulo con uno de 
los agonistas fue evaluada mediante análisis de colocalización entre el R 
Mas-YFP, el R B2-CFP y el marcador específico de endosomas tempranos 
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Rab5 por inmunocitoquímica. Las células fueron transfectadas con las 
construcciones que codifican para R Mas-YFP + R B2-CFP y 48 h después 
fueron incubadas en ausencia o presencia de Ang-(1-7) 1 µM ó BK 1 µM 
por 15 min a 37°C. Luego de 2 lavados de 5 min con PBS, las células 
fueron fijadas con PFA 4%, permeabilizadas con Tritón X-100 0,1 % en 
PBS e incubadas en solución de bloqueo (PBS/ Tritón X-100 0,2%/SAB 
3%) por 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron 
incubadas con un anticuerpo anti-Rab5 de ratón, marcador específico de 
endosomas temprano, diluido 1:150 en solución de bloqueo toda la noche 
a 4°C en cámara fría. Al día siguiente, se realizaron 3 lavados con 
PBS/Tritón X-100 0,2% y las muestras fueron incubadas con el 
anticuerpo secundario (de origen cabra anti-ratón, acoplado a Alexa 594, 
dilución 1:600 en solución de bloqueo) por 2 h a temperatura ambiente. 
Luego de 3 lavados con PBS, las muestras fueron montadas en 
cubreobjetos y observadas en el microscopio confocal Fluoview 1000–
Olympus usando una lente de 60X UPLSAPO de aceite de inmersión con 
una apertura numérica de 1,35. Las muestras fueron excitadas para CFP 
y YFP con las líneas de 457 nm y 488 nm del gas Argón, respectivamente. 
Se recogió la emisión en la banda de 465-495 nm para CFP y de 500-530 
nm para YFP. Para los experimentos de colocalización con el marcador 
de endosomas tempranos se adquirieron además imágenes con un tercer 
canal utilizando un láser de 543 nm con un espejo dicroico 
405/488/543/635. Las imágenes fueron obtenidas en forma secuencial 
para cada canal para eliminar el cross-talk de los cromóforos. La 
colocalización fue evaluada con el programa CellProfiler 
(http://www.cellprofiler.org/). 
 
Determinación de la internalización del receptor 
La internalización del R luego del estímulo con su ligando fue 
determinado en células monotrasfectadas con la construcción que 
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codifica para R B2 o R Mas y en células bitransfectadas con ambas 
construcciones (R B2 + R Mas) por ensayos de unión ligando-receptor. 
Como control negativo se utilizaron células transfectadas con el plásmido 
vacío. 48 h posteriores a la transfección, las células fueron lavadas con 
PBS e incubadas en ausencia o presencia de BK o Ang-(1-7) 1 µM durante 
30 min a 37 °C para permitir el máximo internalizado de los Rs. Hemos 
demostrado previamente que bajo estas condiciones más del 50% de los 
Rs Mas son internalizados (Gironacci y col., 2011). Luego, se determinó 
el porcentaje de Rs remanentes en la membrana por ensayo de unión 
ligando-receptor tal como se describió en el apartado Ensayo de unión 
ligando-receptor  utilizándose [3H]BK 2 nM (Perkin Elmer) ó [125I]Ang-(1-
7) 2 nM (marcada en nuestro laboratorio como describimos en el apartado 
Marcación de la angiotensina-(1-7)). El contenido radiomarcado fue 
cuantificado en un contador de centelleo sólido  (Beckman LS-5000 TD) 
en el caso de la [3H]BK o en un contador gamma (Wallac Wizard 1470 
Automatic gamma counter, Perkin-Elmer) en el caso de la [125I]Ang-(1-7). 
La unión inespecífica fue determinada en presencia de BK o Ang-(1-7) 10 
µM. La unión específica fue determinada sustrayendo la unión 
inespecífica de la unión total. 
 
Medida de la liberación de derivados del AA  
   
     La liberación de derivados del AA fue determinado en células 
monotrasfectadas con la construcción que codifica para R B2 o R Mas y 
en células bitransfectadas con ambas construcciones (R B2 + R Mas). 
Como control negativo se utilizaron células transfectadas con el plásmido 
vacío. 24 horas posteriores a la transfección las células fueron incubadas 
con [3H]AA (0,2 µCi/well) (Perkin Elmer) por 16 horas, lo cual permite la 
captación del AA al interior celular. Luego se realizó un cambio de medio 
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celular lavando con DMEM conteniendo SFB 2% y fueron incubadas en 
presencia o ausencia de Ang-(1-7) (1 µM) ó BK (500 nM) por 30 minutos 
a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de estímulo se procedió a retirar 
el medio celular, el cual contenía los derivados del AA que se habían 
liberado al medio extracelular. Para estimar la radiactividad total, las 
células fueron solubilizadas con NaOH 1 M durante 45 min y la 
radioactividad fue cuantificada en un contador beta de centelleo sólido 
(Beckman LS-5000 TD). La liberación de derivados del AA fue expresada 
como liberación fraccional, esto es el porcentaje de las cuentas liberadas 
al medio con respecto a las cuentas totales (cuentas liberadas al medio + 
cuentas en el interior de las células). 
 
Determinación de la activación de Akt y ERK1/2  
    
Se determinó la activación de Akt y ERK1/2 en células 
monotrasfectadas con la construcción que codifica para R B2 o R Mas y 
en células bitransfectadas con ambas construcciones (R B2 + R Mas), 
incubadas en ausencia o presencia del ligando. Como control negativo se 
utilizaron células transfectadas con el plásmido vacío. 
 La activación de Akt y ERK1/2 fue determinada por Western-blot 
evaluándose la fosforilación de cada una de ellas. 48 horas posterior a la 
transfección, las células fueron incubadas con BK o Ang-(1-7) 100 nM 
durante 10 ó 15 min (determinación de la activación de Akt y ERK 
respectivamente). Luego del tratamiento, las células fueron 
homogeneizadas en frío con buffer Hepes 24 mM, EDTA 1 mM, pirofosfato 
de tetrasodio 2 mM, fluoruro de sodio 70 mM, β-glicerofosfato 1 mM, 
Triton X-100 1%, PMSF 1 mM, aprotinina 10 μg/ml y leupeptina 2 μg/ml 
(pH 7,4). Las proteínas fueron cuantificadas en cada uno de los 
homogeneizados por el método de Bradford y col. (1976), utilizándose 
SAB bovina como estándar. Cantidades iguales de proteínas de cada 
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muestra se sembraron en un gel de SDS-PAGE 10%. La corrida 
electroforética fue realizada en cámara fría a 4°C a 100 Voltios, durante 
2 horas aproximadamente. Luego las proteínas se transfirieron 
electroforéticamente a membranas de PVDF con una solución compuesta 
por Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, durante 40 min a 100 
voltios. Para reducir la unión inespecífica de los anticuerpos, las 
membranas fueron incubadas una hora con buffer TBS-T (Tris-HCl 10 
mM, pH= 7,6, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1%) conteniendo leche 
descremada 5%, durante 60 min con agitación constante a temperatura 
ambiente.  
   Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con un 
anticuerpo primario anti p-ERK1/2-fosfoThr202/Tyr204 (dilución 
1/1000) ó anti p-Akt-fosfoSer473 (dilución 1/1000). Al día siguiente, las 
mismas se sometieron a 6 lavados con TBS-T de 10 min de duración cada 
uno, seguida de una hora de incubación con un anticuerpo secundario 
anti-IgG-HRP de conejo acoplado a la peroxidasa del rabanito (dilución 
1/5.000) a temperatura ambiente. Luego se realizaron 6 lavados en TBS-
T durante 10 min cada vez. La interacción entre el anticuerpo marcado 
con HRP y los anticuerpos específicos para la proteína de interés fue 
detectada mediante una reacción de quimioluminiscencia utilizando el 
reactivo ECL-plus. La intensidad de las bandas específicas fue 
cuantificada por densitometría óptica, utilizando el programa ImageJ 
(programa de procesamiento de imágenes de código abierto, diseñado 
para imágenes científicas multidimensionales, http://imagej.net).  
Para comprobar que los cambios del contenido de proteínas fosforiladas 
(Akt o ERK1/2) no fueran consecuencia de cambios en los niveles de las 
proteínas sin fosforilar (Akt o ERK1/2), las membranas fueron incubadas 
con  acetonitrilo 99% por 10 min para eliminar toda señal remanente de 
los anticuerpos anti-IgG-HRP. Luego, se incubaron con un buffer 
conteniendo β-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2% y Tris-HCl 62,5 mM 
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(pH= 6,8) durante 30 min a 25ºC. Este procedimiento permite remover 
los anticuerpos primario y secundario. Posteriormente las membranas se 
lavaron 4 veces con PBS-T, se bloquearon con leche descremada 5% en 
TBS-T y se incubaron con un anticuerpo de conejo anti- Akt o ERK1/2 
(1/1000) durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se incubaron con 
un anticuerpo anti-IgG-HRP de conejo (1/5.000) y se procedió a detectar 
las bandas específicas por quimioluminiscencia. 
 
Determinación de la concentración de proteínas 
 
    La concentración de proteínas fue estimada a través del método de 
Bradford y col. (1976), utilizándose SAB bovina como estándar. Se realizó 
una dilución 1/10 a las alicuotas provenientes de cada tratamiento con 
el buffer de lisis correspondiente. A esta dilución se le adicionó 1 ml de 
reactivo de Bradford y luego de 10 min se midió la intensidad del color 
azul en un espectrofotómetro UV-VIS Shimadzu en 595nm.         
 
Determinación de la proliferación celular 
 
    Se determinó la proliferación celular por el método de bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en células 
monotrasfectadas con la construcción que codifica para el R B2 o el R 
Mas y en células bitransfectadas con ambas construcciones (R B2 + R 
Mas), incubadas en ausencia o presencia del ligando. Como control 
negativo se utilizaron células transfectadas con el plásmido vacío. 48 h 
posterior a la transfección, las células fueron incubadas con BK o Ang-
(1-7) 100 nM o 1 μM o con Ang-(1-7) + BK durante 72 h. Luego se evaluó 
la proliferación celular por el método del MTT que mide la formación de 
un compuesto de color azul, el formazán, por la actividad enzimática de 
la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa (Uludag y col., 1990). 
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La cantidad de formazán producido es proporcional a la actividad 
enzimática, y ésta, a la cantidad de células vivas. 
Una vez completada la incubación correspondiente, se adicionó 10 µl 
de MTT (5 mg/ml en PBS) a cada pocillo y se incubó por 4 hs a 37°C en 
estufa de cultivo para permitir la formación de cristales de formazán 
(indicador de viabilidad celular). Luego se descartó el sobrenadante y se 
adicionó 100 µl de isopropanol en HCl 0,04 M. Las células se dejaron a 
temperatura ambiente hasta que los cristales se disolvieron (30 min 
aprox.). Finalmente se midió la absorbancia en un lector de microplacas 
en 600 nm. 
 
Determinación de la interacción R B2 - RMas en 
condiciones nativas por co-inmunoprecipitación 
Ratas Wistar macho de 3 meses de edad fueron sacrificadas y el lecho 
mesentérico fue extraído. El tejido se disgregó y lisó en buffer de lisis 
(Hepes 20 mM, pH 7,4, EDTA 2 mM, sacarosa 25 mM, SDS 0,1%, IGEPAL 
0,1%, conteniendo inhibidores de proteasas y detergente no iónico para 
evitar que la interacción proteína-proteína no se pierda) y se centrifugó a 
14000 xg durante 15 min. El contenido proteico del sobrenadante se 
ajustó a 1 mg/ml, y 500 μl fueron inmunoprecipitados con un anticuerpo 
anti-R B2 o un anticuerpo  anti-R Mas (2 µg/ml) durante 3 horas en 
cámara fría a 4°C con agitación circular. Los inmunocomplejos fueron 
aislados por incubación con proteína A/G-Sefarosa 10% vol/vol durante 
2 h.  Las muestras fueron centrifugadas a 1000 xg durante 1 minuto y 
se descartó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en buffer de 
siembra (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, SDS 2,5%, azul de bromofenol 
0,002% y glicerol 10%) y se calentó la muestra por 15 min a 60°C para 
así eluir los inmunocomplejos unidos a la proteína A/G. Los eluidos 
fueron sembrados en un gel de SDS/PAGE al 10% y transferidos 
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electroforéticamente a una  membrana de PVDF, y se prosiguió como se 
describió en el apartado Determinación de la activación de Akt y ERK1/2 
utilizándose un anticuerpo contra la segunda proteína (R B2 o R Mas). 
 
Determinación de la interacción R B2 - R Mas en 
condiciones nativas por el ensayo de ligación por 
proximidad  
 
       El ensayo de ligación por proximidad (PLA, sigla en inglés de 
proximity ligation assay) permite detectar, cuantificar y determinar la 
localización celular de las interacciones entre proteínas en condiciones 
nativas. 
     En el ensayo de PLA (figura 10), dos anticuerpos primarios creados en 
diferentes especies reconocen el antígeno diana sobre las proteínas de 
interés. Los anticuerpos secundarios dirigidos contra las regiones 
constantes de los diferentes anticuerpos primarios, llamados sondas PLA, 
se unen a los anticuerpos primarios. Cada una de las sondas de PLA tiene 
una única hebra de ADN corta unida a ella, así, si las sondas de PLA 
están en estrecha proximidad (es decir, si las dos proteínas originales de 
interés están en estrecha proximidad), las cadenas de ADN pueden 
participar en la síntesis de ADN de círculo rodante cuando se añaden 
sustratos y enzimas apropiados. La reacción de síntesis de ADN da como 
resultado una amplificación del círculo de ADN. A continuación, se 
añaden sondas oligonucleotídicas complementarias marcadas 
fluorescentemente que se unen al ADN amplificado. La alta concentración 
resultante de fluorescencia es fácilmente visible como un punto brillante 
cuando se observa con un microscopio de fluorescencia. 
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Figura 10:  Esquema de la técnica de ligación por proximidad 
 
   Para la determinación de la interacción entre los Rs B2 y Mas en 
condiciones nativas por PLA se utilizaron cultivos primarios de células 
humanas de endotelio glomerular, los cuales fueron gentilmente cedidos 
por la Dra. María Marta Amaral de la Facultad de Medicina, Universidad 
de Buenos Aires. Las células humanas de endotelio glomerular fueron 
obtenidas a partir de riñón humano extraídos de pacientes pediátricos 
que fueron sometidos a una nefrectomía en el Hospital Nacional “Prof. 
Dr. Alejandro Posadas,” Buenos Aires, Argentina (consentimiento 
escrito). El Comité de Ética de la Universidad de Buenos Aires aprobó el 
uso de tejidos renales humanos para investigación.  
Las células humanas de endotelio glomerular fueron fijadas con PFA 
4% por 15 min a 4°C y posteriormente incubadas con solución de bloqueo 
1X DuoLink ® durante 60 min a temperatura ambiente. Luego, se 
incubaron con los anticuerpos primarios (anti-R Mas y anti-R B2) 
diluidos 1/100 en solución de dilución DuoLink ® en cámara húmeda a 
4°C durante toda la noche. Al día siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 
min con solución de lavado DuoLink ®, y se procedió a incubar con los 
anticuerpos secundarios (PLA probes DuoLink ®) durante 60 min a 37°C 
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en cámara húmeda. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con 
solución de lavado, y se procedió a incubar con la solución de ligación 
(ligasa + sustratos, DuoLink ®) que permite la unión entre los 2 
anticuerpos secundarios, gracias a la complementariedad de los 
oligonucleótidos conjugados a los anticuerpos, durante 30 min a 37°C en 
cámara húmeda. Se retiró la solución de ligación, se realizaron 3 lavados 
de 5 min con solución de lavado, y se procedió a incubar con la solución 
de amplificación (polimerasa + sustratos, DuoLink ®) que permite la 
amplificación del círculo rodante, por 100 min a 37°C en cámara 
húmeda. Finalmente se retiró la solución de amplificación, y se realizaron 
2 lavados de 10 min con solución de lavado A (DuoLink ®), y una última 
con solución de lavado B (DuoLink ®) por 2 min. 
Las muestras fueron montadas en un cubreobjetos y observadas en un 
microscopio confocal. La presencia de puntos fluorescentes rojos revela 
la presencia de interacción proteína-proteína (R B2-R Mas). 
 
       Análisis estadístico 
 
Los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la 
media (ESM). El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante 
el test-t de Student o el test de análisis de la varianza (ANOVA) de una 
vía o dos vías y posterior aplicación del post-test de Bonferroni. Las 
diferencias se consideraron significativas con P<0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          RESULTADOS 
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Resultados           
Los receptores B2 y Mas interaccionan a través de la 
formación de un hetero-oligómero 
Se utilizó la técnica de FRET para determinar si los receptores B2 y 
Mas interaccionan a través de la formación de un hetero-oligómero. En 
esta técnica un fluoróforo excitado (donante) cede la energía en exceso a 
una molécula no excitada (aceptor), la cual como consecuencia promueve 
un electrón a un estado excitado. Esta transferencia de energía sólo 
ocurre entre moléculas que están a una distancia menor a 10 nm entre 
ellas, por ello FRET permite evaluar la proximidad y por ende la 
interacción entre proteínas. Para que ocurra FRET es condición 
imprescindible que: 
1) Exista un solapamiento entre el espectro de emisión del fluoróforo 
donante y el espectro de absorción del fluoróforo aceptor de 
energía. 
2) Exista una distancia menor a 10 nm entre los fluoróforos. 
3) La orientación de los fluoróforos sea la adecuada 
 
Las técnicas para detectar FRET se basan en determinar la intensidad 
o la cinética del decaimiento de la fluorescencia. Entre los métodos 
basados en la intensidad de fluorescencia y que se utilizó en el presente 
trabajo es la de FRET después del apagado del aceptor. La figura 11 
muestra un experimento representativo de FRET. El aceptor es 
fotoapagado, y como consecuencia de ello la intensidad de emisión del 
donante aumenta.  
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Figura 11: Esquema representativo de FRET después del apagado del 
aceptor. El R B2 fusionado a la CFP (donante) y el R Mas fusionado a la YFP 
(aceptor) son coexpresados en la misma célula. Frente a la excitación del 
donante (flecha azul) no solo el donante emite luz (flecha celeste) sino que 
parte de esa energía es transferida al aceptor (flecha verde), quien también 
emite  (flecha amarilla). La fotodestrucción del aceptor bloquea la 
transferencia de energía, la cual es evidenciada por un aumento en la 
emisión del donante (flechas celestes).  
 
Para poder llevar a cabo los experimentos de FRET se obtuvieron las 
siguientes construcciones: la proteína CFP fusionada al extremo C-
terminal del receptor B2 de BK (R B2-CFP) y la proteína YFP fusionada al 
extremo C-terminal del receptor Mas (R Mas-YFP). La quimera R Mas-YFP 
ya fue obtenida y caracterizada previamente en nuestro laboratorio 
(Gironacci y col., 2011). Hemos demostrado que la fusión de la YFP al R 
Mas no altera su expresión ni funcionalidad (Gironacci y col., 2011). El 
DNA codificante para la quimera R B2-CFP fue cedido gentilmente por el 
Dr. Faussner (Ludwig-Maximilians-University Munich, Munich, 
Germany). Esta construcción fue subclonada en los sitios BamHI-XhoI 
del plásmido pcDNA3.1. El gen clonado fue confirmado por análisis de 
restricción y secuenciación. Luego evaluamos la expresión y 
funcionalidad de dicha quimera.  
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Caracterización de la localización y funcionalidad de la 
quimera R B2-CFP 
 
Las células HEK293T fueron transfectadas con el DNA codificante 
para la quimera R B2R-CFP y se determinó la localización celular por 
microscopía confocal. Como se observa en la figura 12A, la quimera R B2-
CFP se encontró predominantemente en la membrana plasmática; sin 
embargo,  también fue detectada intracelularmente, especialmente en las 
células con mayor contenido proteico del receptor. En algunas células, el 
R B2-CFP se evidenció alrededor del núcleo, presumiblemente en el 
retículo endoplásmico, y ello representa probablemente moléculas 
nuevas del receptor atravesando el paso secretorio.  
La integridad funcional del R B2-CFP fue investigada a través de 
ensayos de unión de la BK a su receptor. Como se observa en la figura 
12B, concentraciones crecientes de BK desplazaron la unión de [3H]BK al 
receptor (Ki: 8.9+0.1 x10-9 M). Las células transfectadas con el vector 
vacío evidenciaron que la unión de BK fue solo de un tercio del binding 
observado en las células transfectadas con el R B2-CFP (células 
transfectadas con el vector vacío: 15000 cpm de unión específica vs 
células transfectadas con R B2-CFP: 45000 cpm de unión específica). 
Estos resultados demuestran que el R B2-CFP alcanzó un correcto 
plegamiento y que une a su ligando fisiológico.  
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Figura 12: A) Expresión y localización de la quimera R B2-CFP en células 
HEK293T transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R 
B2-CFP; B) Unión específica de [3H]BK a células HEK293T transfectadas con 
la construcción que codifica para la quimera R B2-CFP en presencia de 
concentraciones crecientes de BK. Se representa la media del porcentaje de 
unión +SE. 
 
Después de ser estimulado por su ligando, el R B2 es endocitado. 
Evaluamos la funcionalidad del R B2-CFP midiendo su internalización 
luego de la exposición a su ligando. La figura 13 muestra que luego de 
ser estimulado por su ligando, el R B2-CFP es endocitado.  
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Figura 13: Internalización del R B2-CFP. Las células HEK293T 
transfectadas con la construcción que codifica para la quimera R B2-CFP 
fueron incubadas en ausencia (control) o presencia de BK por 15 min, y el 
porcentaje de R B2 presente en la membrana fue determinado por ensayo 
de unión ligando-receptor como se describió en Métodos. Los valores se 
expresaron como la media+SEM de 4 experimentos diferentes, cada uno de 
ellos realizado en triplicado. * P<0.05 comparado con el control.  
 
Otra manera de medir la funcionalidad del receptor es evaluando la 
señalización acoplada a su activación. Para ello, las células HEK293T 
transfectadas con el R B2-CFP o el vector vacío fueron incubadas con  
[3H]AA y expuestas a BK durante diferentes tiempos. Como se observa en 
la figura 14, BK 500 nM produjo un aumento de la liberación de [3H]AA 
en las células transfectadas con el R B2-CFP después de 30 min de 
estimulación con BK.  Las células transfectadas con el vector vacío no 
mostraron cambios en la liberación de [3H]AA después de la estimulación 
com BK. 
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Figura 14: Liberación de AA en células HEK293T transfectadas con el 
plásmido vacío o con la construcción que codifica para la quimera R B2-
CFP, incubadas en ausencia (basal) o presencia de BK 500 nM durante 
15 o 30 min. Los resultados se expresaron como la media ± SEM del 
cambio respecto  de la condición basal en células transfectadas con el 
plásmido vacío. P<0.05 vs basal.  
 
En su conjunto, todos estos resultados demuestran que el R B2-CFP se 
expresa correctamente y está completamente activo.  
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Determinación de la interacción entre los receptores 
B2 y Mas 
Para evaluar la formación de un hetero-oligómero entre los receptores 
B2 y Mas se utilizó la técnica de FRET después del apagado del aceptor. 
La imagen tomada con el microscopio confocal previo al fotoapagado del 
aceptor se muestra en la figura 15.  La fluorescencia emitida por la CFP 
e YFP, que denotan la localización del R B2 y R Mas respectivamente, se 
observó en la membrana y en el citoplasma celular de las células 
HEK293T que coexpresaron ambas quimeras (figura 15). El fotoapagado 
del aceptor resultó en una disminución de la fluorescencia de la YFP y en 
un FRET positivo. Para cuantificar el FRET, calculamos la eficiciencia de 
FRET aparente, que es proporcional a la fracción de donor 
interaccionando con el aceptor. Los resultados obtenidos demuestran 
que existe un hetero-oligómero constitutivo en aquellas células que 
coexpresan los receptores B2 y Mas, es decir, que solo la presencia de los 
receptores es condición suficiente para la formación del hetero-oligómero. 
Los valores de FRET aparente obtenidos fueron de 0,31±0,02 (figura 16). 
 
Figura 15: Imágenes representativas de la medida de FRET. R B2-CFP 
(donante) y R Mas-YFP (aceptor) antes de la fotodestrucción del aceptor, 
eficiencia aparente de FRET (EAF) y la imagen resultante del aceptor 
después de la fotodestrucción. Los valores de EAF varían entre 0 y 1 y son 
proporcionales a la fracción de moléculas interactuantes. Barra de escala: 
10 µm. 
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Figura 16: Eficiencia aparente de FRET de células transfectadas con el 
vector vacío o los vectores conteniendo los DNA que codifican para R B2-
CFP + R Mas-YFP (barra negra), R B2-CFP + R Mas-YFP + R B2 (barra 
rayada) o R B2-CFP + R Mas-YFP + R Mas (barra rayada). * P < 0.05 vs. 
vector vacío; # P < 0.05 vs. R B2-CFP + R Mas-YFP. Los valores se 
expresaron como la media+SEM de cuatro experimentos 
independientes. 25 células fueron analizadas por experimento. 
 
     Para corroborar la especificidad del FRET observado, se evaluó el 
FRET en presencia de los receptores en estado salvaje (R B2 o R Mas). 
Para ello, las células fueron transfectadas con R B2-CFP + R Mas-YFP + 
R B2 o R B2-CFP + R Mas-YFP + R Mas. En estas condiciones habrá una 
competencia entre el receptor salvaje por interactuar con el receptor 
fusionado a la proteína fluorescente y se observará una disminución del 
valor de eficiencia de FRET aparente. Tal como se observa en la figura 17 
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la eficiencia de FRET aparente disminuyó en presencia del R B2 o del R 
Mas, confirmando así la interacción entre los receptores B2 y Mas.  
Determinamos si la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas era 
alterado por los agonistas y antagonistas de estos receptores. Cuando las 
células transfectadas con las dos quimeras, R B2-CFP y R Mas-YFP, 
fueron estimuladas con alguno de los agonistas endógenos de estos 
receptores, ya sea Ang-(1-7) o BK, no se observaron variación en los 
niveles de FRET aparente con respecto de aquellas células no 
estimuladas, es decir, que la unión del ligando al R B2 o R Mas, no 
promueve ni rompe la hetero-oligomerización R B2 - R Mas (figura 17). 
Sin embargo, en aquellas células que co-expresaron ambas quimeras, 
al ser expuestas al antagonista del R B2, Hoe140, o al antagonista del R 
Mas, D-Ala7[Ang-(1-7)] (A779), se observó un descenso marcado en los 
niveles de FRET aparente (figura 17).  
Estos resultados confirman que el hetero-oligómero R B2 - R Mas es 
constitutivo, que su formación no se altera por los agonistas, pero que se 
disrumpe por acción de los antagonistas de estos receptores. 
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Figura 17: Influencia de los ligandos en la formación del hetero-
oligómero R B2- R Mas. Previa a la determinación de FRET, las células 
HEK293T que coexpresaron R B2-CFP + R Mas-YFP fueron incubadas en 
ausencia (basal) o presencia de  BK o Ang-(1-7) 1 µM o del antagonista del 
R B2 (Hoe) o del R Mas (A779) 1 µM durante 15 min a 37°C. * P < 0.05 vs. 
basal. Los valores se expresaron como la media+SEM de cuatro 
experimentos independientes. 25 células fueron analizadas por 
experimento. 
 
Todos los experimentos subsiguientes fueron realizados con las 
quimeras  R B2-CFP y R Mas-YFP, pero para hacer la lectura al lector más 
fácil, se utilizó la notación R B2 y R Mas, respectivamente.  
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La hetero-oligomerización R B2 - R Mas aumenta la afinidad 
de la Ang-(1-7) por su R Mas  
Evaluamos si la hetero-oligomerización R B2 - R Mas modificaba la 
afinidad del ligando por su receptor. Las células HEK293T fueron 
transfectadas con el R B2 o R B2 + RMas y se determinó la afinidad de la 
BK por su R B2 a través de ensayos de unión ligando-receptor, tal como 
se describió en métodos. La curva de desplazamiento obtenida permitió  
calcular la constante de afinidad del ligando por su receptor (figura 18), 
la cual fue de 3.56+0.55x10-10 M en células transfectadas con el R B2 y 
de 5.8+0.68x10-10 M en células transfectadas con R B2 + R Mas. Ello 
demuestra que la afinidad de la BK por su R B2 no se modificó por la 
hetero-oligomerización R B2-R Mas. 
 
Figura 18: Ensayo de unión de [3H]BK en presencia de concentraciones 
crecientes de BK en células HEK293T transfectadas con la construcción que 
codifica para el R B2 (línea negra) o R B2 + R Mas (línea roja). Los resultados 
se expresaron como la media+SE de cuatro experimentos independientes 
realizados en triplicado.  
      Se determinó también la afinidad de la Ang-(1-7) por su R Mas en 
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células HEK293T transfectadas con el R Mas o R B2R + R Mas.  Tal como 
se observa en la figura 19 hubo un desplazamiento a la izquierda de la 
curva obtenida en las células que coexpresan ambos receptores, los R B2 
y los R Mas, lo cual demuestra que la hetero-oligomerización R B2-R Mas 
modifica la afinidad de la Ang-(1-7) por el RMas. Las constantes de 
afinidad obtenidas en ambas situaciones fueron de 1.15+0.28x10-9 M en 
células transfectadas con el R Mas y de 1.39+0.55x10-10 M en células 
transfectadas con R B2 + R Mas. Ello demuestra un aumento de casi 8 
veces en la afinidad de la Ang-(1-7) por su receptor biológico Mas en 
aquellas células donde se forma el hetero-oligómero R B2-R Mas.  
 
 
Figura 19: Ensayo de unión de [125I]Ang-(1-7) en presencia de 
concentraciones crecientes de Ang-(1-7) en células HEK293T transfectadas 
con la construcción que codifica para el R Mas (línea negra) o R B2 + R Mas 
(línea roja). Los resultados se expresaron como la media+SE de cuatro 
experimentos independientes realizados en triplicado.  
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El hetero-oligómero R B2 - R Mas se internaliza a 
endosomas temprano luego de ser estimulado por su 
agonista 
 
Para determinar si la heteromerización afecta las propiedades de 
tráfico de estos receptores, se examinó la redistribución de fluorescencia, 
la cual es representativa de cada receptor, después de estimular las 
células transfectadas con R B2-CFP + R Mas-YFP con los agonistas. Ello 
representa una manera de evaluar la internalización de los receptores. 
Después de 15 min de tratamiento con Ang-(1-7) 1 μM, la internalización 
de ambos receptores se evidenció como pequeños puntos brillantes 
dentro de la célula (figura 20A y 20B, respectivamente), en un patrón de 
distribución que es característico de receptores localizados en vesículas 
intracelulares endocíticas. El análisis de colocalización cuantitativa 
reveló un coeficiente de correlación de Pearson superior a 0,6, lo que 
indica que tanto el R B2 como el R Mas colocalizaron. Este resultado 
indica que el hetero-oligómero R B2 - R Mas es internalizado frente al 
estímulo con la Ang-(1-7).  
También se evaluó si el hetero-oligómero R B2 - R Mas es endocitado 
a endosomas tempranos luego de la estimulación con el ligando 
evaluando la colocalización con Rab5, marcador de endosomas 
tempranos. El análisis reveló que una fracción del oligómero R B2 - R Mas 
colocalizó con Rab5 (coeficiente de correlación de Pearson: 0,82 + 0,1, P 
<0,01 por el test de Wilcoxon de 1 cola de pares apareados). Se 
observaron resultados similares después de la estimulación con BK. En 
conjunto, estos resultados mostraron que el oligómero R B2 - R Mas es 
internalizado a endosomas tempranos después de la estimulación con 
sus agonistas. 
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Figura 20: El hetero-oligómero R B2 - R Mas es internalizado a endosomas 
tempranos luego de la estimulación con Ang-(1-7). Los paneles muestran 
imágenes representativas de R B2-CFP (A), R Mas-YFP (B), el marcador de 
endosomas tempranos Rab5 (C) y la superposición de A, B y C (D). Barra de 
escala: 10 µm. Se realizaron cuatro experimentos independientes (20 células 
analizadas por cada experimento). 
 
    Para confirmar estos resultados, investigamos si la estimulación 
selectiva de uno de los receptores promueve la co-internalización de 
ambos receptores. Para inducir la internalización del  receptor, se 
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estimularon las células con el agonista selectivo de los R B2, la BK (1 μM), 
o con el agonista selectivo de los R Mas, la Ang-(1-7) (1 μM), durante 30 
min. La cantidad de R B2 o R Mas presente en la membrana plasmática 
después de la estimulación con el agonista se evaluó mediante ensayos 
de unión de radioligandos.  
Las células transfectadas con el R B2 y estimuladas con BK mostraron 
una disminución significativa en la cantidad de receptores presentes en 
la membrana plasmática , lo que indica que el receptor se internalizó tras 
la estimulación con el agonista. Cuando las células que coexpresaron R 
B2 + R Mas fueron estimuladas con la BK hubo una disminución de 
91+4% en los R B2 y 53+3% en los R Mas en la membrana plasmática 
(figura 21).  
     Las células transfectadas con el R Mas y estimuladas con la Ang-(1-
7) mostraron una disminución significativa en el número de R Mas 
presente en la membrana plasmática, indicando que el agonista 
promueve la internalización del receptor. Cuando las células 
transfectadas con el R B2 + R Mas fueron estimuladas con la Ang-(1-7) se 
observó una disminución del 58+4% de los R B2 y 82+6% en los R Mas 
presentes en la membrana plasmática (figura 22).  
     Podemos concluir entonces, que la Ang-(1-7) no solo produce la 
internalización de su receptor, sino que este, al estar formando un 
hetero-oligómero, estaría “arrastrando” una fracción de los R B2 que se 
encuentran oligomerizando con el R Mas. 
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Figura 21: Porcentaje de unión de BK en células HEK293T transfectadas 
con la construcción que codifica para el R B2 (A) o R B2 + R Mas (B) 
incubadas en ausencia (control, barra negra) o presencia de  BK (1 µM) 
(barra blanca) o Ang-(1-7) 1 µM (barra cuadriculada) durante 15 min. El 
porcentaje de Rs B2 presentes en la membrana fue determinado por 
ensayos de unión ligando-receptor como se describió en Métodos. * P < 
0.05 vs. control 
 
A 
B 
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Figura 22: Porcentaje de unión de Ang-(1-7) en células HEK293T 
transfectadas con la construcción que codifica para el R Mas (A) o R B2 + 
R Mas (B) e incubadas en ausencia (control, barra negra) o presencia de 
Ang-(1-7) (1 µM) (barra cuadriculada) o BK 1 µM (barra blanca) durante 15 
min. El porcentaje de Rs Mas presentes en la membrana fue determinado 
por ensayos de unión ligando-receptor como se describió en Métodos. * P 
< 0.05 vs. control 
     
A 
B 
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       Estos resultados demuestran claramente que en las células que 
coexpresan ambos receptores la estimulación selectiva de uno de los 
receptores promueve la co-internalización de ambos. Tanto el R B2 como 
el R Mas, al estar interaccionando a través de la formación de un hetero-
oligómero, al ser estimulados ya sea por la BK o por la Ang-(1-7), no solo 
producen la internalización de su receptor, sino que además, parte de los 
receptores, al estar formando una unidad compleja mayor, “arrastran” 
consigo al otro receptor.    
 
Consecuencias de la hetero-oligomerización R B2 - R Mas 
sobre la velocidad de internalización del receptor 
      
     Evaluamos si la velocidad de internalización del R Mas se alteraba por 
la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas. Para ello, las células 
transfectadas con el R Mas o R B2 + R Mas  fueron incubadas durante 
diferentes tiempos con Ang-(1-7) 1 µM y determinamos la fracción de 
receptores presentes en la membrana plasmática por ensayos de unión 
hormona-receptor.  
     Como se puede observar en la figura 23 , las células que coexpresaron 
R B2 + R Mas revelaron un secuestro más lento del R Mas de la membrana 
plasmática después de la estimulación con la Ang-(1-7), en comparación 
con las células que expresaron solo el R Mas. La velocidad de 
internalización del R Mas inducido por la Ang-(1-7) fue significativamente 
menor debido a la coexpresión del R B2 (p <0,05), ya que el t1/2 estimado 
fue de 10,6+1,2 y 16,9+0,8 min en las células que expresaron el R MasR 
y R B2 + R Mas, respectivamente.  
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Figura 23: Efecto de la coexpresión del R B2 en el tiempo de internalización 
del R Mas. Las células HEK293T transfectadas con la construcción que 
codifica para el R Mas (línea sólida) o R B2 + R Mas (línea punteada) fueron 
incubadas con la Ang-(1-7) (1 µM) en los tiempos indicados. La 
internalización del R Mas fue determinada como se describió en Métodos. 
Los valores se expresaron como la media+SEM de cuatro experimentos 
diferentes, cada uno realizado en triplicado. 
 
Consecuencias de la hetero-oligomerización R B2 - R Mas 
sobre las señales de transducción acopladas a dichos 
receptores         
- Medida de la liberación de derivados del AA 
     Diversas evidencias demuestran que tanto la activación del R B2 como 
del R Mas promueven la liberación de AA (Santos y col., 2018; Blaes & 
Girolami., 2013). Por ello, evaluamos la liberación de AA en respuesta a 
BK o Ang-(1-7) en células que expresaron los Rs individuales o ambos. 
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    Las células que expresaron tanto el R B2 como el R Mas mostraron un 
aumento en la liberación de AA en condiciones basales que era casi 2 
veces mayor que la observada en células que expresaron uno de los Rs, 
lo que indica que el heterómero es constitutivamente activo (figura 24). 
El tratamiento con BK o Ang-(1-7) aumentó significativamente la 
liberación de AA en células que expresaron el R B2 o el R Mas solos o en 
conjunto, siendo el efecto provocado por la Ang-(1-7) mayor en las células 
que expresaron ambos Rs (figura 24). 
 
 
 
 
Figura 24: Liberación de [3H]AA en células HEK293T transfectadas con la 
construcción que codifica para R B2, R Mas o R B2 + R Mas, incubadas en 
ausencia (basal, barra negra) o presencia de BK 1 uM (barra rayada) o Ang-
(1-7) 1 uM (barra blanca) durante 15 min. Los resultados se expresaron  
como el cambio de la respuesta detectada en las células transfectadas con 
la construcción que codifica para R B2. * P < 0.05 vs. células transfectadas 
con la construcción que codifica para el R B2 o R Mas no tratadas (basal); 
& P < 0.05 vs. células transfectadas con un solo receptor; # P<0.05 vs 
células transfectadas con la construcción que codifica para el R B2 + R Mas 
no tratadas (basal). 
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    El aumento de la liberación de AA inducida por Ang-(1-7) (1 μM) fue 
bloqueado por el antagonista del R B2 Hoe 140 (10 μM) en las células que 
coexpresaron tanto el R B2 como el R Mas. Por otro lado, el aumento de 
la liberación de AA inducida por BK fue bloqueado por el antagonista de 
R Mas A779 (10 μM) en las células que coexpresaron tanto el R B2 como 
el R  Mas (figura 25). Estos resultados apoyan la heteromerización R B2 - 
R Mas. 
 
 
Figura 25: Liberación de [3H]AA en células HEK293T transfectadas con la 
construcciones que codifican para R B2 + R Mas, incubadas en presencia 
de BK 1 uM (barra rayada) o BK + el antagonista del R Mas (barra blanca) 
o Ang-(1-7) 1 uM (barra negra) o Ang-(1-7) + el antagonista del R B2 (barra 
blanca) durante 15 min. Los resultados se expresaron como el cambio de 
la respuesta detectada en las células no tratadas. Los valores se 
representaron como la media±SEM de 4 experimentos independientes 
realizados por triplicado.  
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- Medida de la activación de la vía de ERK1/2  
     También investigamos si la heteromerización R B2 -R Mas afecta la 
activación de ERK1/2. La BK (1 μM) no tuvo efecto sobre la fosforilación 
de ERK1/2 en células que expresaron el R B2 solo, mientras que la Ang-
(1-7) (1 μM) indujo un aumento significativo en la fosforilación de ERK1/2 
en células que expresaron el R Mas solo (figura 26). Las células que 
coexpresaron tanto el R B2 como el R Mas no mostraron cambios en la 
fosforilación de ERK1/2 en condiciones basales en comparación con las 
observadas en células que expresaron uno de los Rs (figura 27), lo que 
indica que el heterómero R B2 - R Mas no modifica la activación 
constitutiva de ERK1/2.  
                            
 
Figura 26: Fosforilación de ERK1/2 en células HEK293T que expresan el R 
B2 o el R Mas incubadas en ausencia (basal) o presencia de cada agonista 
durante 15 min. Los resultados se expresaron como el cambio respecto de 
la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra representa la 
media ± SEM de 4 preparaciones independientes. *P<0.05 vs basal. 
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Figura 27: Fosforilación de ERK1/2 en condiciones basales en células 
HEK293T que expresan el R B2 o el R Mas o R B2 + R Mas. Los resultados 
se expresaron como el cambio respecto de la respuesta detectada en 
condiciones basales. Cada barra representa la media ± SEM de 4 
preparaciones independientes. 
 
 
En las células que expresaron tanto el R B2 como el R Mas, la 
fosforilación de ERK1/2 no se modificó mediante el tratamiento con BK, 
pero aumentó en respuesta a la Ang-(1-7) y este efecto fue mayor en 
comparación con las células que expresaron solo el R Mas. El efecto 
estimulatorio de la Ang-(1-7) sobre la fosforilación de ERK1/2 fue 
bloqueado por el antagonista del R B2 (figura 28). 
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Figura 28: Fosforilación de ERK1/2 en células HEK293T que expresan el 
R B2 + R Mas, incubadas en ausencia (basal) o presencia de BK o Ang-(1-
7) (Ang) o de BK + antagonista del R Mas o de Ang-(1-7) + antagonista del 
R B2, durante 15 min. Los resultados se expresaron como el cambio 
respecto de la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra 
representa la media ± SEM de 4 preparaciones independientes. *P<0.05 vs 
basal. 
 
- Medida de la activación de la vía de Akt 
El efecto de la heteromerización R B2 - R Mas sobre la fosforilación 
de Akt también fue determinada. La BK o la Ang-(1-7) no tuvieron ningún 
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efecto sobre la fosforilación de Akt en células que expresaron el R B2 o el 
R  Mas solos, respectivamente (figura 29). Las células que coexpresaron 
tanto los R B2 como los R Mas no mostraron cambios en la fosforilación 
de Akt en condiciones basales en comparación con la observada en las 
células que expresaron uno de los Rs (figura 30).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29: Fosforilación de Akt en células HEK293T que expresan el R B2 
o el R Mas solos, incubadas en ausencia (basal) o presencia de cada 
agonista durante 15 min. Los resultados se expresaron como el cambio 
respecto de la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra 
representa la media ± SEM de 4 preparaciones independientes.  
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Figura 30: Fosforilación de Akt en condiciones basales en células HEK293T 
que expresan el R B2 o el R Mas o R B2 + R Mas. Los resultados se expresaron 
como el cambio respecto de la respuesta detectada en condiciones basales. 
Cada barra representa la media ± SEM de 4 preparaciones independientes. 
 
Si bien la BK no modificó la fosforilación de Akt en las células que 
expresaron solo el R B2, la BK indujo un aumento en la fosforilación de 
Akt en las células que expresaron ambos Rs, R B2 y R Mas, y este efecto 
fue parcialmente prevenido por el pretratamiento con el antagonista del 
R Mas (figura 31). La Ang-(1-7) no modificó la fosforilación de Akt en estas 
células. 
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Figura 31: Fosforilación de Akt en células HEK293T que expresan el R B2 
+ R Mas, incubadas en ausencia (basal) o presencia de BK o Ang-(1-7) (Ang) 
o de BK + antagonista del R Mas o de Ang-(1-7) + antagonista del R B2, 
durante 15 min. Los resultados se expresaron como el cambio respecto de 
la respuesta detectada en condiciones basales. Cada barra representa la 
media ± SEM de 4 preparaciones independientes. *P<0.05 vs basal. 
 
En conjunto, estos datos apoyan la existencia de la 
heteromerización R B2- R Mas y sus consecuencias en la señalización 
celular. 
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Consecuencias de la hetero-oligomerización R B2 - R 
Mas sobre la respuesta biológica 
 
Evaluamos si la heteromerización R B2 - R Mas podría conducir a 
cambios en la respuesta biológica, como por ejemplo la proliferación 
celular. Las células que expresaron los Rs individuales o ambos no 
mostraron diferencias en el crecimiento celular (figura 32.). La BK o la 
Ang-(1-7) (1 μM) no tuvieron efecto sobre la proliferación celular en las 
células que expresaron solo el R B2 o el R Mas, respectivamente (figura 
33). Sin embargo, en las células que coexpresaron ambos Rs,  la BK o la 
Ang-(1-7) (1 μM) indujeron una disminución en la proliferación celular 
(figura 33). Por lo tanto, la BK o la Ang-(1-7) indujeron una respuesta 
antiproliferativa cuando el R B2 se heteromerizó con el R Mas. 
 
 
 
 
Figura 32: Proliferación celular en células HEK293T transfectadas 
con la construcción que codifica para el R B2, R Mas o R B2 + R Mas. 
Los resultados se expresaron como la media ± SEM de 4 
preparaciones independientes. 
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Figura 33: Proliferación celular en células HEK293T transfectadas 
con la construcción que codifica para el R B2, R Mas o R B2 + R Mas 
incubadas en ausencia (barra negra) o presencia de BK (barra 
rayada) o Ang-(1-7) (barra blanca). Los resultados se expresaron 
como el cambio respecto de la respuesta detectada en condiciones 
basales. Cada barra representa la media ± SEM de 4 preparaciones 
independientes. *P<0.05 vs basal. 
 
Determinación de la existencia de la hetero-
oligomerización R B2 - R Mas en condiciones nativas 
Para establecer que nuestros resultados no eran específicos para 
células HEK293T transfectadas y que la oligomerización R B2 - R Mas 
también se produce en células que expresan nativamente ambos Rs, 
evaluamos la interacción R B2 - R Mas en el lecho vascular mesentérico 
de ratas por coinmunoprecipitación. El lecho mesentérico consiste en 
vasos de mediano calibre, donde se ejerce la mayor parte de la resistencia 
periférica y tienen su efecto en la presión arterial.  
101 
 
Tras la inmunoprecipitación del R B2 del lisado de lecho vascular 
mesentérico observamos la coprecipitación del R Mas (figura 34A). Por el 
contrario, tras la inmunoprecipitación del R Mas del lisado de lecho 
vascular mesentérico observamos la coprecipitación del R B2 con dos 
bandas detectadas en esta situación (figura 34B). La banda inferior 
correspondería al R B2 inmaduro, como se sugirió previamente (Abd Alla 
y col., 2009).  
 
 
Figura 34: Inmunoprecipitación de lisados de lechos vasculares 
mesentéricos de rata Wistar se realizó utilizando (A) anticuerpos 
anti-B2R o (B) anti-MasR. Los inmunoprecipitados (IP) se analizaron 
mediante Western-blot (IB) usando los anticuerpos indicados. 
Estas imágenes son representativas de cuatro experimentos 
diferentes con resultados cualitativos similares. NS: no específico, 
el cual se refiere a la omisión del anticuerpo primario en el ensayo 
de coinmunoprecipitación  
Para confirmar aún más la interacción R B2R - R Mas, evaluamos 
la formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas por la técnica de PLA 
(descripto en métodos). Las células humanas de endotelio glomerular se 
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incubaron en presencia o ausencia de anticuerpos específicos para el R 
B2 y el R Mas y se realizó la mencionada técnica siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las imágenes obtenidas mostraron una 
señal de PLA positiva (figura 35). Por el contrario, no se observó señal de 
PLA en las células no incubadas con los anticuerpos primarios (figura 35, 
panel de la  derecha).  
 
 
Figura 35: Interacción entre los R B2 y los R Mas determinada por 
la técnica de PLA en células endoteliales glomerulares humanas. Las 
células fijadas fueron permeabilizadas con Triton X-100 0,2% 
durante 1 h y luego en solución de bloqueo durante 1 h. Los 
anticuerpos anti R B2 (ratón) y anti R Mas (conejo) se diluyeron en 
solución de bloqueo y se incubaron con las células durante toda la 
noche a 4 ° C (A). La técnica de PLA se realizó utilizando Duolink® 
In Situ Orange Starter Kit Mouse/Rabbit siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las células presentadas en la imagen B se sometieron 
al mismo protocolo pero sin la adición de los anticuerpos primarios. 
Barra de escala = 15 μm 
Tomados en conjunto, los datos muestran que el R B2 y el R Mas 
forman heterómeros en condiciones fisiológicas, lo que apoya la 
interacción entre ambos Rs in vivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          DISCUSIÓN 
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Discusión          
El presente estudio, demuestra que los receptores B2 y Mas forman 
un hetero-oligómero constitutivo, con características funcionales 
diferentes a la de sus componentes como monómeros. Este hetero-
oligómero R B2 - R Mas se encontraría en equilíbrio con unidades 
monoméricas de R B2 y R Mas por separado o quizá por entidades de 
orden mayor (homo-oligómeros B2-B2 y Mas-Mas). Este equilibrio no se 
vio alterado al administrar al medio el agonista del R B2 (BK) ni el agonista 
del R Mas (Ang-(1-7)). Sin embargo, el agregado de antagonistas de estos 
receptores, produjeron una alteración en este equilibrio, desplazándose 
hacia la forma monomérica. Esto se evidencia en los resultados por un 
descenso en el valor de FRET aparente. La adición de los antagonistas de 
los receptores B2 o Mas disminuyeron la eficiencia de FRET a 
aproximadamente el 50% del valor inicial, sugiriendo que el antagonista 
promueve la disociación del heterómero, y que la formación del 
heterómero R B2 - R Mas es esencial para que los agonistas ejerzan 
muchas de sus respuestas biológicas. Por ejemplo, la BK o la Ang-(1-7) 
indujeron una respuesta antiproliferativa cuando el  heterómero R B2- R 
Mas se forma y no cuando cada R (R B2 o R Mas) se expresa solo 
(resultados del presente trabajo). Esto demuestra la importancia de esta 
interacción para algunos de los efectos provocados por la BK o la Ang-(1-
7). La heteromerización R B2- R Mas también explicaría la falta de efecto 
de la Ang-(1-7) cuando el R B2 está bloqueado (Gironacci y col., 2004; 
Costa y col., 2010; Bomtempo y col., 1998) o la ausencia de la respuesta 
vasodilatadora inducida por la BK cuando el R Mas es silenciado (Peiró y 
col., 2013). De hecho, nuestro presente estudio muestra que la Ang-(1-7) 
indujo un aumento en la liberación de AA o en la fosforilación de ERK y 
que este efecto fue prevenido por el antagonista del R B2. Asimismo, la 
fosforilación de Akt estimulada por la BK fue prevenida por el antagonista 
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del R Mas. Estos resultados confirman la formación de un hetero-
oligômero R B2-R Mas y que los antagonistas de cada R altera la 
formación de dicho heterómero. 
Este hetero-oligómero R B2 - R Mas también existe en condiciones 
nativas. Demostramos en este trabajo la interacción entre ambos Rs en 
lecho mesentérico de rata, un tejido fundamental en la resistencia del 
flujo vascular y en la regulación de la presión arterial. Estos resultados 
refuerzan los obtenidos por la técnica de FRET, una técnica de mayor 
especificidad y sensibilidad, pero con la desventaja que no siempre es 
factible de ser evaluado en condiciones nativas, ya que para ello se 
requiere de anticuerpos altamente específicos y conjugados a un par 
adecuado de fluoróforos para así determinar la transferencia  de energía 
entre ellos.  
La interacción entre el R B2 y R Mas en condiciones nativas también 
fue confirmada por la técnica de PLA en células renales humanas. PLA 
permite la validación in vivo de la proximidad molecular de dos RAPG. De 
hecho, los anticuerpos comerciales disponibles dan una señal positiva de 
interacción cuando la distancia entre ambos Rs es mayor a 30 nm debido 
al tamaño de los anticuerpos primarios y secundarios (Söderberg y col., 
2006). Esta distancia es 7 veces mayor que la distancia típica que se 
observaría para un par de fluoróforos por FRET, el cual es cercano a 5 
nm (Lam y col., 2012). Aunque FRET es más específica que PLA en 
relación a la distancia entre los Rs, PLA es el mejor método para 
determinar en condiciones nativas la proximidad molecular entre dos Rs 
en condiciones nativas.  
Respecto a la formación de hetero-oligómeros de RAPG, estudios 
previos han demostrado la heteromerización del R Mas con el R AT1 de la 
Ang II, lo cual resultó en la inhibición de las acciones de la Ang II 
(Kostenis y col., 2005). En esta situación, el R Mas actúa como un 
antagonista fisiológico del R AT1. Respecto al R B2, se ha descripto que 
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este R forma heterómeros constitutivos con el R AT1. La heteromerización 
R AT1 - R B2 mejora la señalización estimulada por el R AT1 bajo 
condiciones fisiopatológicas tales como en la preeclampsia (AbdAlla S. y 
col., 2000,2001). Se ha demostrado que un agonista del R AT1 regula 
negativamente la señalización del R B2 a través de la formación de un 
heterodímero R AT1 - R B2 (Wilson y col., 2013). Sin embargo, la 
universalidad de la formación de heterómeros R AT1 - R B2 ha sido 
cuestionado. Hansen JL y col. (2009) han reportado ausencia de 
heteromerización de R AT1 - R B2 en diferentes modelos celulares 
incluyendo a las células HEK293 transfectadas. La heterodimerización R 
AT2 - R B2 incrementó la producción de GMPc y ON (Abadir y col., 2006). 
El R B2 también forma heterómeros con el R B1 en células HEK293 
cotransfectadas y en condiciones nativas en células endoteliales, lo que 
resulta en una mayor internalización y desensibilización de la respuesta 
mediada por el R B1 en células pretratadas con el agonista del R B2 
(Zhang y col., 2015). Nuestro trabajo es el primero en demostrar la 
heteromerizacion R B2 - R Mas, que es constitutiva e independiente de la 
presencia de los ligandos fisiológicos de ambos receptores.  
La heteromerización R B2 - R Mas que demostramos en este 
trabajo  explicaría la potenciación de las respuestas de BK o de Ang-(1-7) 
cuando ambos ligandos se incuban juntos (Quitterer y AbdAlla, 2014;  
Fernandes y col., 2001; Abbas y col., 1997; Maia y col., 2004; Peiró y col., 
2013, Gironacci y col., 2011). Aunque no podemos descartar que esta 
interacción entre la BK y la Ang-(1-7) puede resultar también de la 
inactivación de la ECA por la Ang-(1-7). Se ha demostrado que la Ang-(1-
7), en concentración micromolar, inhibe la ECA, lo que aumenta los 
efectos vasodilatadores de BK (Peiró y col., 2013; Tom y col., 2001; Raffai 
y col., 2014).  
La heteromerización R B2 - R Mas también la evidenciamos por 
microscopía de fluorescencia: las células transfectadas con ambas 
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construcciones (R B2-CFP y R Mas-YFP) y estimuladas con cualquiera de 
los agonistas presentaron un patrón de redistribución de fluorescencia 
correspondiente a los receptores B2 y Mas similar. Al administrar Ang-(1-
7) la fluorescencia del R Mas se redistribuyó con el mismo patrón con el 
que se redistribuyó la fluorescencia del R B2, y viceversa. Este resultado 
demuestra que además de la existencia del hetero-oligómero R B2 - R Mas 
constitutivo, el mismo es internalizado como tal luego del estímulo con 
sus agonistas. Ello fue confirmado determinando la colocalización entre 
ambos receptores, demostrando así la internalización del hetero-
oligómero como unidad funcional.  
Para confirmar la internalización del hetero-oligómero, se determinó 
la cantidad de receptor presente en la membrana luego del estímulo con 
su ligando a través de ensayos de unión hormona-receptor. Los 
resultados confirmaron que luego de la estimulación con su agonista, el 
receptor es internalizado. La internalización de este receptor, resultó no 
solo en una disminución de los receptores en la membrana de su mismo 
tipo, sino también del otro tipo de R, producto de la internalización de 
unidades hetero-oligoméricas. Esto demuestra que el hetero-oligómero 
sufre una desensibilización como ente regulado por la célula.  
La endocitosis de Rs sirve una variedad de propósitos, incluida la 
regulación negativa de R, el reciclaje y relocalización de la señalización 
celular. El R B2 sigue una ruta de internalización que involucra la 
redistribución a caveolas, a través de una ruta independiente de arrestina 
y dinamina (Takano y Matsumaya, 2014). Sin embargo, otra evidencia 
demuestra que el R B2 es direccionado al endosoma temprano después 
del estímulo con su agonista (Bachvarov y col., 2001). El R Mas se 
internaliza endosomas tempranos luego de la estimulación con su 
ligando a través de una vía dependiente de clatrina y caveolas (Gironacci 
y col., 2011 y Cerniello y col., 2017). Nuestro estudio mostró que el 
heterómero R B2 - R Mas se internalizó a endosomas tempranos y que la 
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estimulación de solo uno de los Rs fue suficiente para promover la co-
internalización de todo el dímero, reforzando así la evidencia de la 
formación del heterómero R B2 - R Mas.  
La heteromerización de receptores resulta en cambios en la afinidad 
por un ligando específico, así como en el tráfico, maduración y 
señalización del receptor, provocando cambios en las respuestas que 
produce su activación (Sleno y Hebert 2018; Gaitonde y col., 2017; 
Kleinau y col., 2016). Diversos reportes demuestran cambios en las 
propiedades farmacológicas de los Rs debido a la heteromerización. 
Nuestro presente estudio demuestra que la coexpresión del R B2 conduce 
a un aumento en la afinidad de la Ang-(1-7) por su R Mas, aunque la 
situación opuesta no se observó: la afinidad de la BK por su R B2 no se 
modificó por la heteromerización entre ambos Rs. Este resultado 
explicaría la potenciación en las respuestas vasodilatadoras e 
hipotensoras cuando la BK y la Ang- (1-7) están presentes juntas 
(Quitterer y AbdAlla 2014; Fernandes y col., 2001; Abbas y col., 1997; 
Maia y col., 2004; Peiró y col., 2013; Ueda y col., 2001). 
Cuando un receptor induce una respuesta biológica en ausencia de 
un ligando unido a él decimos que hay actividad constitutiva. Nuestro 
estudio mostró que la activación de ERK o Akt no fue modificada por la 
heteromerización R B2 - R Mas en forma constitutiva. Por el contrario, la 
liberación de AA aumentó 2 veces en las células que expresaron tanto a 
los Rs B2 como los Rs Mas. Podemos especular que en este último caso 
no solo ocurre heteromerización R B2 - R Mas pero que también podría 
haber un entrecruzamiento (cross-talk) entre ambos Rs, y ellos explicaría 
el aumento en la liberación de AA. 
     La heteromerización R B2 - R Mas también influye en la señalización 
aguas abajo. Nuestro presente estudio mostró que la heteromerización R 
B2 - R Mas indujo una mayor respuesta en lo que respecta a la liberación 
de AA y la fosforilación de ERK luego de la estimulación con Ang-(1-7). 
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Además, la BK estimuló la fosforilación de Akt solo cuando ambos 
receptores, R B2 y R Mas, fueron co-expresados pero no cuando el R B2 
se expresó solo. Ello sería entonces una "huella digital bioquímica" 
asociada al heterómero, ya que además fue abolida cuando la 
heteromerización fue interrumpida por el antagonista cruzado 
(antagonista del R Mas en este caso). Por ejemplo, la heteromerización R 
β1-adrenérgico R (R Aβ1) - R Aβ2 indujo una reducción en la capacidad 
del R Aβ2 para estimular la fosforilación de ERK (Lavoie y col., 2002) y la 
heteromerización R AT1- R D2 modificó la movilización de calcio pero no 
la señalización de AMPc acoplada al R AT1 (Martinez-Pinilla y col., 2015). 
En ambos ejemplos, y como ocurre en la heteromerización R B2 - R Mas 
(resultados actuales), un receptor modifica la señalización del receptor 
asociado, dando una huella bioquímica, que es característico de la 
heteromerización del R (Ferré y col., 2014). 
La fosforilación de Akt es una de las vías de señalización de la Ang-
(1-7) en células cultivadas y tejidos (Santos y col., 2018). Fue 
sorprendente encontrar que la estimulación con la Ang-(1-7) no provocó 
cambios en la activación de Akt (resultados actuales). A pesar de eso, 
observamos activación constitutiva de Akt en células transfectadas con 
el R Mas, lo que sugiere que la activación del R Mas está acoplada a la 
activación de Akt a pesar de el hecho de que la Ang-(1-7) estuvo ausente. 
No tenemos una explicación para la ausencia de efecto de la Ang-(1-7) en 
la fosforilación de Akt. De cualquier manera, ello no implica que  la 
interacción R B2 - R Mas no tiene lugar ya que en el presente trabajo 
proporcionamos evidencias de que esta interacción ocurre en el lecho 
vascular de ratas y en células renales de humanos. 
La heteromerización de los RAPG puede afectar las propiedades de 
internalización de los Rs individuales (17). Nuestros datos actuales 
demuestran que la heteromerización R B2 - R Mas produce un retraso en 
el secuestro del R Mas cuando se estimula con su ligando Ang-(1-7). 
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Observaciones similares se hicieron para otros RAPG (Gregan y col., 
2004; Sleno y Hebert 2018; Gaitonde y col., 2017; Lavoie y col., 2002). 
La desensibilización rápida y la internalización y tráfico de Rs controla 
estrictamente la regulación temporal y espacial de la señalización de un 
RAPG y, por lo tanto, la respuesta biológica. Tanto el R B2 como el R Mas 
se han asociado con respuestas cardioprotectoras, vasodilatadoras e 
hipotensoras (1-5). Además, el presente estudio mostró que la Ang-(1-7) 
indujo respuestas antiproliferativas solo cuando se formó el heterómero 
R B2 - R Mas pero no cuando el R Mas se expresa solo. El secuestro 
retrasado del R Mas producto de la heteromerización R B2 - R Mas 
ocasionaría que este R esté presente durante más tiempo en la membrana 
plasmática, lo que permitiría una respuesta protectiva de mayor 
duración. 
En resumen, se considera la existencia de un hetero-oligómero 
cuando:  
(i) las proteínas interactuantes están  muy próximas para 
interactuar 
(ii) las proteínas interactuantes colocalizan en el mismo 
compartimento celular  
(iii) las proteínas interactuantes son aisladas (por 
coinmunoprecipitación) de fuentes endógenas  
(iv) el heterómero exhibe señalización única, la llamada “huella 
digital bioquímica” solo cuando los dos Rs se expresan en células 
heterólogas, demostrando así que la expresión de ambos Rs es necesaria 
para esta señalización única  
(v) la señalización única se pierde cuando se rompe la interacción 
A través del presente trabajo hemos demostrado cada uno de los 
requisitos para demostrar la existencia de un hetero-oligómero entre los 
Rs B2 y Mas.  
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En conclusión, hemos demostrado que los Rs B2 y los Rs Mas 
interaccionan a través de la formación de un heterómero, que es 
internalizado tras la estimulación con los agonistas. Este heterómero 
reveló un secuestro retrasado del R Mas después de la estimulación con 
la  Ang-(1-7). Además, la coexpresión del R B2 indujo un aumento en las 
propiedades farmacológicas del R Mas provocando un aumento en la 
afinidad del ligando por su R Mas. En conjunto, estos cambios en las 
características funcionales de los Rs conducirían a propiedades 
biológicas protectoras de mayor duración. La heteromerización R B2 - R 
Mas conduce a propiedades funcionales modificadas en el heterómero y 
sugieren que la heteromerización representaría un proceso de 
interferencia regulatoria que surge a través de la creación de una forma 
de receptor con distintas propiedades funcionales. Esta es la primera vez 
que la heteromerización R B2 - R Mas se ha demostrado 
experimentalmente. La existencia del   heterómero R B2 - R Mas ayudaría 
a comprender los mecanismos subyacentes a la interacción entre la BK y 
la Ang-(1-7). Además abriría la posibilidad de nuevas estrategias 
terapéuticas actuando a través de estos Rs. Este concepto de 
oligomerización sería importante en el desarrollo de drogas que actuarían 
a través de esta clase de R y conducirían a un mejor diseño de nuevos 
ligandos, potencialmente más selectivos para estos Rs y con mayor 
capacidad de unión, originando así una inesperada diversidad 
farmacológica con grandes implicancias en el desarrollo de fármacos. Por 
ejemplo, el heterodímero que forman los R μ y δ opiodes mejora la 
analgesia que produce la morfina, ya que al unirse un antagonista del R 
δ potencia la señalización del R µ, mejorando así la analgesia que produce 
la morfina (Gomes y col., 2004). Así la asociación heterodimérica entre 
los R μ y δ opiodes podría usarse como un modelo para el desarrollo de 
nuevas combinaciones terapéuticas en el tratamiento del dolor crónico y 
otras patologías. Los compuestos con blanco en el heterómero R B2 - R 
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Mas proveerían una herramienta farmacológica alternativa en el 
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. 
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Conclusiones          
Hemos demostrado por la técnica de FRET que ambos receptores 
interaccionan a través de la formación de un heterómero constitutivo, 
que no fue modificado por la presencia de sus agonistas. Por el 
contrario, los antagonistas de los R B2 o R Mas disminuyeron la señal 
de FRET, lo que sugiere que el antagonista promueve la disociación del 
heterómero. 
La formación del hetero-oligómero R B2 - R Mas fue también 
demostrada en condiciones nativas, en lecho mesentérico de rata a 
traves de la tecnica de co-inmunoprecipitacion, y en células 
glomerulares endoteliales humanas, por la técnica de PLA reforzando 
así la evidencia de que estos Rs también forman un hetero-oligómero 
in vivo.  
 Respecto a las consecuencias funcionales de la heteromerización 
R B2-R Mas observamos que dicha heteromerización indujo un 
aumento de 8 veces en la afinidad del ligando por el R Mas mientras 
que la afinidad de la BK por el R B2 no se modificó. Luego de la 
estimulación con cada agonista, el heterómero fue internalizado a 
endosomas temprano con una velocidad de secuestro de la membrana 
plasmática más lenta en comparación con los receptores individuales.  
En lo que respecta a la señalización intracelular, la 
heteromerización R B2-R Mas indujo un mayor incremento en la 
liberación de AA y en la fosforilación de ERK en presencia de la Ang-
(1-7), y este efecto fue bloqueado por el antagonista del R B2. Respecto 
a la vía de Akt, la BK indujo su activación sólo en las células que 
coexpresabaron ambos Rs, pero no en las células que expresaron solo 
los Rs B2.  
Al evaluar la respuesta biológica, observamos que la Ang-(1-7) y 
la BK produjeron efectos antiproliferativos sólo en las células que 
expresaron los heterómeros R B2-R Mas, pero no en las células que 
expresaron cada receptor solo.  
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Nuestros resultados demuestran la interacción entre los Rs B2 y 
Mas y explican las evidencias fisiológicas del cross-talk entre Ang-(1-
7) y BK. La heteromerización R B2 - R Mas aumenta la afinidad del R 
por el ligando e induce un secuestro más demorado del R de la 
membrana plasmática luego de ser estimulado por su ligando. Ello 
permitiría respuestas protectivas y anti-hipertensivas más 
prolongadas. Esta es la primera vez que la heteromerización R B2 - R 
Mas se ha demostrado experimentalmente. La existencia de este 
heterómero ayudaría a entender los mecanismos implicados en la 
interacción de Ang-(1-7) y BK y al desarrollo de fármacos dirigidos a 
estos dos sistemas implicados en la regulación de la presión arterial, 
entre otras patologías. 
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